



















































Effective assignment of 2,3/2,6 sialic acid isomers in LC-MS/MS based 
glycoproteomics 












































































































































































































































































































Protein O‐glycosylation  is  a  structurally  and biologically  versatile modification. The mucin‐type O‐
glycosylation  on  extracellular mucin  proteins  is  for  instance  involved  in  cell‐cell  and  cell‐matrix 
interactions, and play key roles in airway inflammations of COPD, asthma and cystic fibrosis patients 
by serving as binding receptors for virulence factors of airway disease‐related pathogens (bacteria and 





have  been  identified  as  promising  for  induction  of  a  tumor‐directed  immune  response, which  in 








O‐glycosylation  is  commonly  found  on  serine  (Ser)  or  threonine  (Thr),  but  recent  identifications 
suggest that similar modifications also occur on tyrosine  (Tyr). These modifications are  initiated by 
addition of a HexNAc  (GalNAc or GlcNAc) monosaccharide residue to the respective amino acid. A 
major  challenge  for  identification  of  the  recently  discovered  HexNAc‐Tyr  modifications  was  to 
distinguish the structural similar  isomers αGalNAc‐, αGlcNAc‐ and βGlcNAc‐Tyr. Assignments of the 
glycan structures were only possible by general knowledge of biosynthetic pathways or being based 
on  lectin glycan‐binding preferences when applied  in  lectin‐affinity enrichment of protein‐digested 
peptide fragments. However, lectin binding‐preferences of HexNAc‐Tyr have not been explored and 
lectins  are  not  always  capable  to  discriminate  between  different  glycan  isomers.  In  previous 
glycoproteomic  studies  complex  Tyr  glycosylation  was  assumed  as  mucin  type  αGalNAc‐Tyr 
















tested  by  using  glycopeptide  microarrays.  The  binding  recognition  influence  of  glycan 
(αGalNAc/αGlcNAc/βGlcNAc),  acceptor  amino  acid  (Tyr/Ser/Thr)  and  mono  vs  divalent  glycan 
presentation  was  evaluated.  The  WGA  and  GSL  II  lectins  showed  a  clear  preference  for  Tyr 
glycopeptides over Ser/Thr. In contrast no clear Tyr preference was found for VVA. The WGA lectin 
showed strong binding to both GlcNAc‐ and GalNAc‐Tyr glycopeptides and could not be considered 
for  structural  assignment  of  HexNAc‐Tyr  glycopeptides.  In  contrast  VVA  was  highly  specific  for 


















Die  Protein O‐Glykosylierung  ist  eine  biologisch  sowie  strukturell  vielseitige Modifikation.  Die O‐
Glykosylierung  an  extrazellulären Mucinproteinen  ist  z.B.  involviert  in  Zell‐Zell‐  sowie  Zell‐Matrix‐
Interaktionen und spielt eine Schlüsselrolle bei Atemwegsinfektionen von COPD‐, Mukoviszidose‐ und 
Asthmapatienten. Dabei dienen die O‐Glykane als Rezeptoren für Virulenzfaktoren von Bakterien und 
Viren.  Detailliertere  Einblicke  in  die  Bindungsspezifitäten  von  Virulenzfaktoren  wie  Lektine  oder 
Sialidasen  würde  die  Entwicklung  von  glykomimetischen  Antiadhäsionsmedikamenten  und 
Enzyminhibitoren  zur  Infektionsbekämpfung  unterstützen.  Zudem  wurde  gezeigt,  dass 
Adenokarzinomzellen veränderte Mucinglykosylierung und ‐expression aufweisen, was wiederum mit 
Tumorwachstum und Metastasierung in Verbindung gebracht wird. MUC1‐basierte Vakzinkonstrukte 
gelten als vielversprechend, um eine tumorgerichtete  Immunantwort zu  induzieren,  jedoch  ist eine 
Qualitätskontrolle  sowie  präzise  Aufklärung  der  induzierten  Antikörper  ohne  eine  Bibliothek 
bestehend aus MUC1‐Gklykopeptiden definierter Struktur unmöglich. Diese Arbeit konzentriert sich 




einer  neuen  massenspektrometrischen  Methode  zur  verbesserten  Charakterisierung  von 
Glykopeptidstrukturen bei. 
Jüngste  Identifikationen  zeigten,  dass  O‐Glykosylierungen  auch  auf  Tyr  stattfinden  können.  Eine 






Glykosylierung  als  mucinartige  αGalNAc‐Tyr‐Modifikation  betrachtet,  basierend  auf  bekannten 
Lektinspezifitäten  ggü.  Ser/Thr‐Glykopeptiden  und  der  Tatsache,  dass  mucinartige  Glykopeptide 
generell um weitere Glykane verlängert vorliegen. αGlcNAc‐Tyr wurde an Host‐GTPasen gefunden. 
Eine  Glykanzuordnung  fand  mittels  enzymatischen  In‐Vitro‐Studien  sowie  NMR‐basierten 




umfangreichen  Glykoproteom‐Studie  an mitochondriellen  Proteinen  gefunden,  wobei  einige  der 
identifizierten  Glykosylierungsstellen  gleichzeitig  bekannte  Phosphorylierungsstellen  darstellen. 
Daher handelt es sich hier wahrscheinlich um βGlcNAc‐Tyr (obwohl diese Modifikation bis dato nicht 
verifiziert werden konnte). Um eine Identifikation von HexNAc‐Tyr als mögliche Modifikation durch 
Glykoproteomanalysen  zu  ermöglichen,  wurden  Lektine,  welche  üblicherweise  zur 
Glykopeptidaffinitätsanreicherung  verwendet  werden,  hinsichtlich  ihrer  Bindungserkennung  von 
HexNAc‐Tyr und  im Vergleich zu dessen Ser/Thr‐Analoga, untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine 
vielseitige  Bibliothek  bestehend  aus  HexNAc‐Modellglykopeptiden  synthetisiert,  welche  die 
Grundlage  für  Lektinbindungsstudien  bildet.  Der  Beitrag  von  Glykopeptidstrukturelementen  zur 
Erkennung  durch  üblicherweise  zur  Glykopeptidanreicherung  verwendete  Lektine  (Vicia  Villosa 
Agglutinin ‐ VVA, Wheat Germ Agglutinin – WGA und Griffonia Simplicifolia Lectin II – GSL II) wurde 
anhand  von  Glykopeptidmicroarrays  getestet.  Dabei  wurde  der  Einfluss  von  Glykan 
(αGalNAc/αGlcNAc/βGlcNAc),  Akzeptoraminosäure  (Tyr/Ser/Thr)  sowie  die  Art  der 




αGalNAc‐Glykopeptide  gefunden. GSL  II  erkannte  sowohl  αGlcNAc‐  als  auch  βGlcNAc‐modifizierte 
Peptide.  Für  WGA  wurde  ein  längenabhängiger  Einfluss  von  divalenter  Glykanpräsentation 
beobachtet, wobei eine Distanz von 2‐5 Aminosäuren in erhöhter Glykopeptiderkennung resultierte. 
Zusammengenommen ermöglichen diese Ergebnisse eine verlässlichere Verwendung von  Lektinen 
zum  Zwecke  der  HexNAc‐Tyr‐Glykopeptidanreicherung.  Des  Weiteren  wurde  die  o.g. 
massenspektrometrische Oxoniumfragmentierung hinsichtlich der Anwendbarkeit  zur HexNAc‐Tyr‐
Glykopeptididentifikation  untersucht.  Es  ergab  sich  volle  Anwendbarkeit  zur Unterscheidung  von 
GalNAc vs GlcNAc, jedoch nicht zur Zuordnung der jeweiligen anomerischen Konfiguration. Das hier 
generierte  Wissen  über  Lektinaffinitäten  in  Kombination  mit  der  oxoniumionenbasierten 
Glykanidentifikation wird  großangelegte Glykoproteomstudien ermöglichen,  in welchen die Tyr‐O‐
Glykosylierung mit  in  Betracht  gezogen  wird.  Dies  könnte  schließlich  zur  Klärung  beitragen,  ob 
βGlcNAc‐Tyr eine tatsächlich existierende Modifikation ist. Der ultimative Beweis für dessen Existenz 
wäre jedoch die Beobachtung einer Tyr‐Spezifität ausgehend von den βGlcNAc‐Biosyntheseenzymen 
O‐GlcNAc‐Transferase  (OGT)  und  O‐GlcNAcase  (OGA).  Entsprechende,  hier  durchgeführte 
Inkubationen von Substratkandidaten mit OGA ergaben eine deutliche OGA‐Präferenz ggü. βGlcNAc‐







versatile of  its kind. Depending on the  linkage connection protein glycosylation  is divided  into two 
main classes, the N‐glycans, which are attached to asparagine (Asn) residues through an amide bond 
and the O‐glycans that are linked to serine (Ser), threonine (Thr) or tyrosine (Tyr) amino acids forming 
a O‐glycosidic bond  (an acetal). N‐glycans are divided  into  three major classes,  the high‐mannose, 
hybrid and complex type, which all contain a common pentasaccharide (Man3GlcNAc2) core structure. 
In  N‐glycan  biosynthesis  a  presynthesized  triantennary  tetradecasaccharide  (Glc3Man9GlcNAc2)  is 
transferred from a dolichol pyrophosphate glycolipid to a newly synthesized protein that often contain 
the Asn‐Xaa‐Ser/Thr motif1. Enzymatic processing  in ER and Golgi are  then  followed  to  form more 
mature N‐glycans.  
The  O‐glycans  are  a  more  diverse  group  of modifications  and  among  them  the mucin‐type  O‐




appearance  is  not  limited  to  this  group  of  proteins2,3.  The  biosynthesis  is  started  by  α‐N‐
acetylgalactosamine (GalNAc) transfer to either Ser or Thr (the pathway for Tyr glycosylation  is not 
explored), resulting in α‐GalNAc‐O‐Ser/Thr, also known as T‐antigen nouvelle or TN‐antigen4. The initial 




recognize O‐GalNAc  residues, which  determines  the  site  selectivity  and  glycan  density  on mucin 
polypeptide tandem repeats13.  









Transfer  of  a  β‐GlcNAc  to  the  6‐OH  of GalNAc  at  the  T‐antigen  acceptor  by  the  core  2  β‐1,6‐N‐
acetylglucosaminyl transferase I‐III (core 2 β6GlcNAcT I‐III) or the I‐branching enzyme (IGnT) generates 







The obtained mucin‐type O‐glycan  core  structures  can be elongated by alternating Gal or GlcNAc 
residues in a linear or branched manner, e.g. elongation by one or several Galβ1,3‐GlcNAcβ (LacNAc 
type‐1)  or  Galβ1,4‐GlcNAcβ  (LacNAc  type‐2)  repeats.  This  occurs more  often  at  the  GlcNAcβ1‐6 
residue of core 2 or core 4 structures and is catalyzed by a family of isoenzymes (β3GalT20‐21, β4GalT22‐
25, iGnT26 and IGnT27‐28). Finally, the glycan chains can be sialylated, fucosylated, sulfated, methylated 
or  acetylated29,  forming  a  considerable  variety  of  glycan  structures  including  histoblood  group 
antigens such as the A, B or H or Lewis antigens (Lea/b/SLea/b or Lex/y/SLex/y, Figure 2)30. Among the 
terminal modifications,  sialylation  and  sulfation  provide  a  negative  charge  to  glycoproteins  and 
fucosylation  increase  the  hydrophobicity.  On  mucins  these  terminal  modifications  contribute 














of  the  cell plasma membrane being  involved  in  important  cell‐cell and  cell‐matrix  interactions.  In 
contrast,  another  common  group  of O‐glycosylation, O‐GlcNAcylation,  the  transfer  of  a  β‐GlcNAc 
monosaccharide to Ser or Thr residues of a protein, is an intracellular modification that usually takes 
place  in  the  nucleus33‐36,  cytoplasm37  or mitochondria38‐39.  This  is mediated  by  one  single  human 
enzyme, the O‐linked N‐acetyl‐glucosaminyl transferase (OGT)37 under consumption of a UDP‐GlcNAc 
molecule40.  In turn, β‐GlcNAc hydrolysis  is mediated by the OGT counterpart O‐GlcNAcase (OGA)41. 
Both  enzymes  are  ubiquitously  expressed  and  distributed  in  most  mammalian  tissues.  As  a 




responsive  modification  and  is  involved  in  the  regulation  of  various  processes44  like  signal 
transduction45, cell cycle46‐47, gene expression48‐49 and proteasomal degradation50‐51.  
Unlike α‐GalNAc,  the  β‐GlcNAc modification  is usually not elongated or  further modified and  thus 













































phosphorylation  and  β‐O‐GlcNAcylation  is  evident,  as  mammalian  cells  with  attenuated  O‐
GlcNAcylation show altered O‐phosphorylation levels55, in some cases O‐GlcNAcylation could even be 
shown  to be directly  reciprocal  to phosphorylation56‐57. However, while phosphorylation  could be 
linked  to  certain  primary  sequences,  no  such  consensus motif  has  been  identified  for O‐GlcNAc, 











2)63‐64.  This might be  explained with  the  fact,  that  glucosamine  is  a precursor  in  the UDP‐GlcNAc 
formation, which might lead to hyper‐O‐GlcNAcylation of transcription factors or signaling proteins, 
which are involved in the insulin response65. In a few recent studies it was further shown that many of 








glycoproteins  for  instance MUC2, MUC5AC, MUC5B  and MUC669  that  are  covering  the  epithelial 
tissues. The secreted mucins constitute a mass amount of 10‐50% (wt/wt) of the complete aqueous 











Mucins exhibit a high and variable number of proline‐, serine‐ and  threonine‐rich  tandem  repeats 
(VNTRs), which serve as scaffolds for dense O‐glycosylation leading to ‘bottle‐brush’ structures with a 
carbohydrate mass  fraction  of  50‐90 % with  respect  to  the whole mucin  glycoproteins. With  the 
different degrees of glycosylation and the variable number (resulting in variable glycoprotein length), 





codes  for  a membrane  tethered mucin  glycoprotein, was  the  first mucin  gene  to be  cloned.  The 
corresponding  glycoprotein  exhibits  a  large  extracellular  N‐terminal  domain,  comprising  a  signal 





epithelial  tissues84. Besides  the  function of mucins  in protection and  lubrication, antibody  staining 
experiments with the complete mucus gel have suggested that MUC1 is involved in the tethering of 
the mucus  gel  to  the mucosal  surface85‐86.  Furthermore, MUC1 play many  important  roles  in  cell 




Besides  MUC1  further  mucins  have  received  ongoing  attention  by  researchers  due  to  their 





but  altered MUC5AC  levels have  also been  related  to  gastric  cancer94‐95. Decreased MUC5AC  and 
MUC5B levels have been found in cystic fibrosis airways96, while hypersecretion of these mucins have 






(COPD),  or  cystic  fibrosis  (CF).  If  challenged  with  environmental  toxins,  allergens  or  infectious 
pathogens, a healthy respiratory tract reacts with the activation of lung immune response mediators 
of  which  some  induce  mucin  hypersecretion  by  activation  of  a  secretory  cascade19.  These 
hypersecreted mucins  could  entrap  particles99  or  bind  receptors  of  inflammatory  cells  via MUC 
domains or glycans100. Typically, these hypersecretions decrease to baseline  levels after a couple of 
days, which might be connected to anti‐inflammatory mediators101. However, patients with chronic 
airway  diseases  show  a  permanent  overproduction  of  the  airway mucins MUC5AC  and MUC5B97 
caused by goblet cell hyperplasia and upon external  insults, which mainly are triggered by bacteria 
and virus  infections  (in 75% of the cases), acute attacks  (exacerbations)  take place which  result  in 
shortage  of  breath  and  pulmonary  obstruction.  Every  exacerbation  leads  to  an  advancement  in 
disease stage and an increase in frequency of the attacks, which eventually lead to death. Even if the 
general symptoms  in chronic pulmonary diseases are similar, the origin of these diseases vary. The 




which  leads  to a malfunction or  failure of  the chloride channel protein,  resulting  in a chloride  ion 
imbalance between extra‐ and  intracellular  fluid.  In consequence,  the osmotic pressure  leads  to a 
water drain  from the extracellular  fluid, which  increases  its viscosity and eventually clogs  the  lung 
capillaries. Development of COPD is caused by repetitive insults of the airways triggered by extensive 
exposure to tobacco smoke105 or in low income countries by pollution by biomass fuels from cooking 

















The  flagellar  cap  protein,  FliD,  has  been  found  to mediate  P.  aeruginosa  adhesion,  SLex  and  Lex 
epitopes seem to be involved in these interactions118. The protein PcrV is a structural component of 
the type III secretion system of P. aeruginosa and serves as a virulence factor. This was demonstrated 
by  neutralization  experiments119  which  led  to  significantly  reduced  airway  inflammation.  Glycan 
structures  are believed  to be  involved  in  PcrV  adhesion, but  to date  the  specific  ligands  are  still 
unknown.  





carbohydrate  interaction,  however  S.  pneumoniae  has  been  found  to  interact  with  mucin 





The  above  described  bacterial  adhesion  via  cell  surface  glycoproteins  and  glycolipids  is  further 
supported by sialidases  (also known as neuraminidases), which are expressed by the major airway 






host  sialylation  pattern  and  therefore  deceive  the  immune  system.  Further,  the  host  sialic  acid 
removal reveals underlying glycan structures which sometimes can be recognized by corresponding 
bacterial  cell  surface  receptors  (adhesins)127.  The  bacterial  sialidases  are  also  involved  in  biofilm 
formation122, 125. In this case the desialylation results in physical changes of charge and hydrophobicity 









and  cell‐matrix‐interactions  as  well  as  cell‐recognition,  trafficking  and  signaling,  changes  in  O‐
glycosylation have an impact on tumor progression and metastasis128. A common characteristic of O‐
glycosylation  in epithelial cancer tissue  is that the glycans are truncated and short saccharides are 




glycopeptide  structures, as exploited  in  the detection of aberrant presentation of MUC1  in breast 
carcinomas by SM‐3 and DF‐3P84, 131‐132. Common glycans on cancer mucins are TN‐, Sialyl‐TN‐, T‐, Sialyl‐
T‐ and Lex‐antigens133, whose dominance has  several  reasons. For example mutations  in Cosmc, a 
chaperone responsible for the correct folding of the core‐1‐galactosyltransferase (C1GalT)134, leads to 
the expression of the TN‐antigen in tissues with high core 1 and core 2 expression135. Alternatively, if 
α‐N‐acetylgalactosaminide  α‐2,6‐sialyltransferase 1  (ST6GalNAc‐I)  is expressed, mutation of Cosmc 
results in formation of Sialyl‐TN instead. Another reason for high TN‐, STN‐, T‐ and ST‐antigen expression 










On  the  glycopeptide  level  an  overexpression  of Mucins  has  been  found  in  tumors,  especially  in 








MUC1  overexpression  plays  a  key  role  in  the  galectin mediated  tumor  survival  and metastasis. 
Galectins  are  a  family  of  lectins,  which  share  affinity  for  β‐galactosides138.  Galectins  are  not 
membrane‐bound and are localized in the nucleus, the cytosol as well as secreted in the extracellular 









were  found  to  be  heavily  α2,6‐sialylated.  Consequently,  it was  proposed,  that  overexpression  of 
galectin‐3 is advantageous for the secreting tumor cells in several ways. It enables immune evasion 
from B‐ and T‐cells via  induction of apoptosis on those cells, the tumor  itself  is protected from this 
mechanism  (Figure  3,  mechanism  B).  In  addition,  the  interplay  of  extracellular  galectin‐3  with 
overexpressed,  altered  and membrane‐bound MUC1  supports  the metastasis  of  primary  tumors. 











clusters  can  –  like  the  single  tumor  cells  –  settle  to  the  surface  of  endothelial  cells  (Figure  3, 
mechanism D)152.153 
The mechanisms of metastasis promotion  are  also  shared by other galectins154.  Furthermore,  the 
galectin‐3 expression  is enhanced by  the cytosolic part of MUC1 via  stabilization of  the galectin‐3 
mRNA transcript. Accordingly, the tumor characteristic MUC1 overexpression directly correlates with 
the galectin‐3 expression. In turn, galectin‐3 binds to MUC1 N‐glycosylation, bridging MUC1 to ERB1, 






















































promising  constructs  for  active  immunization  of  cancer  patients.  The  concomitant  generation  of 
tumor‐specific antibodies could be of particular benefit  in regard of effective control of metastatic 
tissue.  Here,  MUC1  glycopeptides  serve  as  valuable  lead  structures  on  the  way  towards  new 
vaccines159. 
The goal  in vaccine design  is to  induce a strong, specific and  long‐lived humoral  immune response. 
Accordingly, the generation of long‐lived IgG antibodies with high affinity is necessary, as the induction 
of  short‐lived  IgM  antibodies with  low  affinity does not  fulfil  these  requirements.  The  generated 
antibody class depends on the cellular mechanism, which is induced by the presented vaccine antigen. 
If an exogenic antigen  is bound by a B‐cell receptor (BCR), the B‐lymphocyte can proliferate  into a 

















as  the  carrier proteins bovine  serum  albumin  (BSA),  keyhole  limpet hemocyanin  (KLH) or  tetanus 
toxoid (TTox), which present T‐cell epitopes in order to induce a T‐cell dependent immune response. 
Thereby, the vaccines are endocytotically  internalized by the antigen‐presenting cell (dendritic cell, 
macrophage  or  B‐cell),  digested  and  the  generated  antigen  fragments  are  presented  on  the  cell 
surface  via  the MHC  II  complex.  If  a  purely  carbohydrate‐based  B‐cell  epitope  is  implemented, 
induction in mice models only lead to moderate immune responses mainly of the IgM‐type, suggesting 







P30  peptide, which  further  do  not  require  an  extra  adjuvants  during  immunization168‐169.  Further 


























































samples  via  collision  induced  dissociation  (CID)  experiments177.  Thereby  Tyr10  of  amyloid‐β was 
















































enriched  glycopeptides  from  colo‐205  and  capan‐1  cell  lysates,  MS‐ETD  analysis  resulted  in 
identification of four new proteins modified with HexNAc‐Tyr: Nucleobindin‐1 (NucB1), CD44 antigen, 
extracellular matrix protein 1 (ECM1) and proline‐rich acidic protein 1  (PRAP1)187. According to the 
utilized  enrichment  protocol  Levery  and  co‐workers  assumed  all  identified  Tyr  glycosylations 
(including the one on NucB2) to be GalNAc, but acknowledge the possibility that some of them might 
also be GlcNAc due to potential cross‐reactivity of the utilized Vicia villosa agglutinin (VVA). 
In  a  large  glycoproteomic  study  from  2013  on  the murine  synaptosome, Medzihradszky  and  co‐
workers  identified  that  several mitochondrial  glycopeptides  were modified  by  HexNAc‐Tyr.  This 

















PaTox  inhibits  the  interaction  of  the  small  GTPases  with  their  effectors,  leading  to  blocking  of 
downstream  effector  signaling.  This  results  in disassembly of  the  actin  cytoskeleton,  inhibition of 
phagocytosis  and  finally  to  cell‐death.  Similarly,  the  toxin  antifeeding  prophage  18  (Afp18)  from 










The  large  number  of  HexNAc‐modifications  discovered  in  recent  years  triggered  our  interest  to 
generate tools that detect and selectively distinguish between the different structural epimers and 












diseases.  Carbohydrate  binding  proteins,  lectins,  are  typically  presented  on  the  flagella  or  pili  of 
bacteria or on  the  fiber knob of virus, which are  involved  in cell‐surface adhesion via  the glycans. 





changed  in  epithelial  cancers.  The  altered  expression  and  glycosylation  result  in  presentation  of 
unique  mucin  glycopeptide  epitopes  on  tumor  cells,  which  makes  them  potential  targets  for 
immunotherapy. Within our research group extensive work have been made to develop vaccines to 
target altered structures found on the mucin MUC1. The synthetic glycopeptide  library prepared  in 
this work  aimed  to  support  elucidation  of  binding  epitopes  of  antibodies  generated  from  these 
vaccines. We were  also  interested  to  study mucin  glycopeptide  interactions with  human  lectins 
involved in tumor‐progression such as macrophage galactose c‐type lectin (MGL)195 and galectin‐3.  
In  recent  years  the  development  of  the microarray  technology  has  enabled  efficient  studies  of 
carbohydrate  binding  interactions  and  with  low  consumption  of  valuable  synthetic  material. 
Glycopeptide microarrays was  therefore  the major method  of  choice  in  order  to  efficiently map 
protein interactions with the synthetic mucin glycopeptide library. 
Due  to  the  heterogenic  nature  of  mucin  glycoproteins,  isolation  of  proteins  with  well‐defined 
glycosylation from biological samples is problematic. Synthesis of mucin peptide tandem repeats with 

















antigen,  the  T‐antigen  and  the  core  3  (type‐1  and  type‐2)  acceptors, which  can be  elongated by 
introduction  of  LacNAc  type‐1  and  type‐2  disaccharide  donors.  The  lactosamine  disaccharides 




building blocks will be  incorporated  into synthetic peptides to generate a glycopeptide  library with 
defined structures  in high quantity. From each synthesized glycosylated Fmoc‐ amino acid a set of 
mono‐, di‐ and trivalent glycosylated peptides will be generated, covering all possible combinations 




library  can  be  further  increased  by  chemo‐enzymatic  terminal  glycosylation  e.g.  sialylation, 
fucosylation or poly‐LacNAc. Finally depending on experimental requirements, selected glycopeptide 
constructs  of  the  resulting  library  are  printed  on  amine  reactive  N‐hydroxy  succinimide  coated 
microarray  slides.  Here,  the  utilized  peptide  N‐terminal  triethylene  glycol  spacer  fits  the 
recommendation from earlier microarray studies that postulated an optimal spacer length of at least 
six carbons for ligand presentation. 





and  distance  of  the  presented  glycans  on  the  carbohydrate‐protein‐binding  intensity.  Binding 
preferences of two lectins from P. aeruginosa, FliD and PcrV will be evaluated and incubated on the 
mucin glycopeptide microarray. The array will  include glycopeptides containing different sialylated 
and/or  fucosylated  core  glycans  to  reflect  the  natural  glycan  diversity  in  respiratory mucins.  For 
instance blood group antigens such as Sia‐Lex, Lex, Sia‐Lea and Lea have been found to be important 
for P. aeruginosa recognition and additionally mucins seem to be involved in these binding events. A 
further  candidate  for  mucin  glycopeptide  binding  studies  are  the  fiber  knob  proteins  from 
adenoviruses. Different strains of these viruses commonly cause respiratory infections, but are also 
involved in infections of the eyes as well as intestinal infections. In initial studies we were interested 
to  explore  glycopeptide  interactions with AD37,  from  adenovirus  type  37,  a  virus  responsible  for 
epidemic keratoconjunctivitis in eyes. Earlier work on the CFG (consortium for functional glycomics) 






infections. This will enable to cover  interactions while presenting the  lectins  in the natural protein 













The  first  example  from  2011  described  glycosylation  with  (Neu5Ac)1‐2Hex(Neu5Ac)HexNAc‐Tyr 
structures on amyloid‐β peptides which were isolated from CSF of Alzheimer’s Disease patients. Based 
on  the  carbohydrate  structure  this  PTM  was  considered  to  be  mucin  type  Sia‐Core  1  Tyr  O‐
glycosylation since analog extension on Thr or Ser residues usually only take place on GalNAc linked 
peptides  but  not  on GlcNAc.  In  a  later  glycoproteomic  study  on  colo‐205  SimpleCells,  additional 
HexNAc‐Tyr  glycopeptides were  identified  from Nucleobindin‐1  (NucB1), Nucleobindin‐2  (NucB2), 
CD44 antigen, extracellular matrix protein 1  (Ecm1) and proline‐rich  acidic protein 1  (Prap1). The 
authors assigned these monosaccharides as GalNAc according to the GalNAc‐preference of the VVA 
lectin used for enrichment. In another large glycoproteomic study on the murine synaptosome three 
mitochondrial  proteins  were  found modified  with  HexNAc‐Tyr.  Here,  differentiation  and  precise 
identification  of  the  different  possible  HexNAc  isomers  was  not  possible  even  if  localization  in 
mitochondria,  nearby  phosphorylation  and O‐GlcNAcylation  of  Ser/Thr  sites within  the  identified 
proteins  would  suggest  that  the  found  HexNAc‐Tyr  represents  βGlcNAc.  Further,  a  toxin  from 









biological  functions  of  mucin  type  (GalNAc)  O‐glycosylation  is  dramatically  different  from  β‐O‐




their  applicability  to  detect  these  new modifications.  Enzyme  substrate  specificity  studies  using 



































































To  prove  that  the  βGlcNAc‐Tyr modification  absolutely  exists,  a  high‐throughput methodology  is 
needed that is able to discriminate between both diastereomers: αGalNAc and βGlcNAc. In a recent 






this strategy may become a powerful glycoproteomic  tool  for detection and  identification of such 
modifications.  Synthetic HexNAc‐Tyr model peptides were  therefore  aimed  to  be  applied  in HCD 
experiments with fragmentation at different collision energies.  
In previous  glycoproteomic  studies, which  identified examples of HexNAc‐Tyr  glycosylation,  lectin 
affinity chromatography on tryptic digests was applied for standard glycopeptide enrichment prior to 




which  often  is  used  for  enrichment  of  O‐GlcNAcylated  Ser/Thr  peptides,  seems  to  have  cross‐
reactivities  to other glycans  including GalNAc. Lack of  specificity has also been  reported  for other 




















if  the  enzymes  which  are  known  to modify  Ser/Thr  peptides  also  showed  possible  activity  and 
substrate  specificity  towards Tyr peptides. Enzyme profiling with O‐GlcNAc  transferase  (OGT) and 






One of  the key  step  in carbohydrate  synthesis  is  the  formation of glycosidic bonds. Carbohydrate 
chemistry generally comprises the generation of O‐, N‐, S‐ and C‐glycosides, here only the synthesis of 









oxocarbenium  intermediate.  The  sp2‐hybridized  half‐chair  intermediate  cation  allows  nucleophilic 















resulting  amount  of  possible  glycosides  to  be  made,  the  number  of  glycosyl  donors  used  in 




One  of  the most  important  and  frequently  used  glycosyl  donors  are  glycosyl  halides, which  are 
commonly used  in  the course of Koenigs‐Knorr  reactions203. Trichloroacetimidates are used  in  the 
Schmidt‐method204‐205. Further, thioglycosides are suitable donors, which are particular stable until 
activation by a promotor  (NIS/TfOH or DMTST) and are  therefore also  considered as a  temporary 
protection  group.  All  these  methodologies  follow  the  same  fundamental  principle  of  glycoside 
generation as described above by  the  Fischer glycosylation,  the mechanisms of  the  leaving group 
detachment are dependent on the used leaving group/promotor system. 
In addition to the donor activation there are two more major challenges to address in glycosylation 
reactions:  the  regiochemistry  and  the  stereochemistry of  the  newly  formed  glycosidic  bond.  The 
reactivity difference of the various acceptor hydroxyl groups can be used to control the regiochemistry 
to  some  extent,  but  a  suitable  protection  group  strategy  to  block  competing  nucleophiles  with 















α‐isomer  is  pronounced  in  aqueous  solutions  of  D‐pyranoses.  This  effect  increases  with  rising 
electronegativity of  the  anomeric  substituent  and decreases with  rising dielectric  constant of  the 
solvent.  Two main  explanations  are  given  for  the  anomeric  effect. One  focusses on dipole‐dipole 
interactions from the lone electron pairs of the endocyclic oxygen atom and the anomeric substituent.  
Depending on  the orientation of  the  anomeric  substituent,  the dipoles  are orientated parallel or 
antiparallel  to each other  leading either  to unfavored addition  (equatorial orientation) or  favored 
neutralization  (axial  orientation)  of  the  dipoles  (Figure  11a).  The  second  and  most  accepted 
explanation is based on favored orbital‐orbital interactions for the axial anomer. In this arrangement, 
the axial non‐binding  lone‐pair orbital of  the endocyclic oxygen overlaps with  the antibonding σ*‐








In  contrast  to  the  above  discussed  anomeric  effect,  a  β‐directing  reverse  anomeric  effect  can  be 
observed  if the anomeric substituent  is electropositive compared to the anomeric carbon208. In the 


















difference  is  large enough  to maintain  a  regioselective glycosylation.  In  addition  to  regioselective 





are benzyl or allyl ether groups, which  can be  cleaved under hydrogenolytic  conditions and ester 
groups (acetyl, benzoyl groups) that often are removed with base210. Ideally, all permanent protection 
groups  in a  target glycoside are cleavable  (and stable) under  the same conditions, which makes  it 
possible  to  remove all groups  in a single reaction step at the end of  the synthesis. The  temporary 
protection groups have to be selected to be orthogonal to the permanent groups and to be selectively 
cleavable under conditions, in which the permanent groups are stable. Temporary protection groups 
can  be  ethers  (such  as  methoxybenzyl,  benzyl,  trityl,  silyl  and  allyl  ethers),  esters  (like  acetyl, 
chloroacetyl, benzoyl groups) or  Acetals which simultaneously protect vicinal hydroxyl groups. Amines 
are typically protected as carbamates (e.g. Troc or Fmoc groups), as phthalimido groups or masked as 







Besides  the benefit  in  regard  to  regioselectivity protection groups have an  impact on  reactivity of 
donor molecules as well as a stereochemical impact. Alkyl groups generally enhance or at least do not 
reduce  the  reactivity  of  glycan  donor  or  acceptor molecules,  in  contrast  ester  protection  groups 










donor  molecules.  In  general,  the  reactivity  is  increased  by  axial  substituents  over  equatorial 




glycosylation  is dominated by  the anomeric effect  (Figure 14a), but  the anchimeric assistance can 
overwrite this influence. If an ester, amide or carbamate is located at C‐2, the lone pair electrons of 
its carbonyl oxygen stabilize a formed oxocarbenium ion after release of the anomeric leaving group. 
The  formed  dioxolenium  ion  intermediate  (or  oxazolinium  ion  if  neighboring  group  is  amide  or 
carbamate) prevents a nucleophilic attack from the α‐face and is thus promoting a 1,2‐trans selective 




lead  to  formation  of  orthoester  by‐products, which  further  are  intermediates  in  these  reactions. 
(Figure 14b).18 
 
Figure 14:  Influence of protection  group  at C‐2.  a) A nonparticipating  group  like  ethers or  azides has no  effect on  the 




The  solvents used  in glycosylations are often of mild polar nature  in order  to  stabilize  the  cation 
intermediate during the course of reaction201. The most  frequently used glycosylation solvents are 
dichloromethane,  diethyl  ether,  acetonitrile,  toluene,  1,2‐dichloroethane  and  nitromethane.  The 
choice of  the  solvent  influences –  in  addition  to  the anomeric  effect  (chapter 5.2)  ‐  the  resulting 
anomeric configuration in a glycosylation reaction. Reactions with glucopyranosides in ether solvents 
like 1,4‐dioxane, tetrahydrofuran or diethyl ether promote formation of 1,2‐cis glycosides, reactions 
in acetonitrile  support  formation of 1,2‐trans products215. The  solvents  can direct  the outcome of 
glycosylations to the desired anomer if there is no participating neighboring group at C‐2 (see chapter 
5.3),  which  otherwise  would  dominate  the  stereoselectivity  to  1,2‐trans  products.  The  most 
prominent example  is  the use of acetonitrile  to achieve a 1,2‐trans glycosylation  (nitrile effect) or 
diethyl  ether  to  achieve 1,2‐cis  glycosylation  (ether  effect). According  to  the  solvent  coordination 
hypothesis216, these effects are based on coordination preferences of the solvent molecules on the 
anomeric carbon of the oxocarbenium  ion  intermediate. When acetonitrile  is used, the mechanism 














counterion  distribution  hypothesis  from  Satoh  and  Hünenberger220,  which  performed  quantum 
mechanical calculations of  the oxocarbenium‐solvent  interactions  in vacuum and  solvent  together 
with  molecular  dynamics  simulations.  According  to  their  results,  the  oxocarbenium  ion  adopts 
different  conformations  depending  on  the  surrounding  solvent.  If  the  cation  is  surrounded  by 
acetonitrile  it  adopts  a B2,5 boat  conformation with  the  counterion  (leaving  group)  residing  in  α‐

















Fmoc‐solid  phase  utilizing  pre‐synthesized  fully  glycosylated  amino  acids,  c)  on‐resin  glycosylation  of  resin‐bound 
glycopeptides. 








to  be  protected  during  the  complete  peptide  assembly.  After  complete  sequence  assembly,  the 







When SPPS was  introduced by Merrifield  in 1963222, an acid (with TFA)  labile tert‐butyloxycarbonyl 





















with  attached  polyethylene  glycol  (PEG)  chains.  The  PEG  spacer  dominates  the  physico‐chemical 
properties  of  the  co‐polymer  and  provides  with  hydrophobic  as  well  as  hydrophilic  properties, 
allowing  the  resin  to swell  in organic polar solvents  like DMF, which  is commonly used  in peptide 
synthesis. At the end of the PEG chain a trityl linker is attached, which is stable during the conditions 
used  for peptide assembly, but cleavable under  the acidic conditions used  for  resin  release of  the 







As  coupling  reagents  for  promoting  the  amide  formation  in  each  iterative  step  involving  non‐
glycosylated  amino  acids  a  system  of  2‐(1H‐benzotriazol‐1‐yl)‐1,1,3,3‐tetramethyluronium 
hexafluorophosphate  (HBTU)  and  1‐hydroxybenzotriazole  (HOBt)  has  been  used.  These  reagents 
provide high coupling yields while rendering the reaction resistant to racemization225. The amino acids 






more  reactive  1‐[Bis(dimethylamino)methylene]‐1H‐1,2,3‐triazolo[4,5‐b]pyridinium  3‐oxid 










19b. The mechanism with participation of HBTU  is analogue.  In the  first step  the deprotonated C‐
terminal  carboxylic  acid  of  amino  acid  A  is  activated  via  an  O‐Acyl(tetramethyl)isouronium  salt 
intermediate. This is followed by a transesterification with acyl transfer to the exocyclic oxygen of the 
triazol anion. By hydrogen bonding to the endocyclic nitrogen atom in the pyridine ring amino acid B 
is positioned  in  close proximity  to  the activated amino acid A,  leading  to a  seven‐membered  ring 
transition  state  under  formation  of  the  desired  amide  bond227.  This  neighboring  effect might  be 












or  with  a  sodium  hydroxide/water/methanol  system,  keeping  the  pH  at  10‐11  for  the  core  2 
glycosylated peptides and peptides containing monoglycosylated Tyr. During this step, the correct pH 
window is critical for the successful deacetylation without harming the glycopeptide.  
























is  at  hand,  carbohydrates  can  be  conjugated  via  glycosyltransferases232  to  acceptor molecules  or 
removed via glycosidases233. In general, glycosyltransferases can be sub‐divided into non‐Leloir‐type 
and  Leloir‐type  glycosyltransferases.  The  non‐Leloir‐type  transferases  use  glycosylphosphates  and 






20 % piperidine, DMF
2. amino acid coupling:
Fmoc-aa-OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF, 40 min or













peptide release & deprotection of aa-side chains:
TFA : TIPS : H2O (15:1:1), 2 h
gobal deacetylation:
NaOMe, MeOH or NaOH, MeOH, H2O
pH 9-11
Fmoc deprotection:
























N-terminal modification (if applicable):
a) acetylation: acetic anhydride, HOBt, DIPEA, DMF, 40 min
b) 1. TEG-linker: linker, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF, 2 h
2. Fmoc deprotection: 20 % piperidine, DMF
C-terminal TEG-linker (if applicable):






















the acceptor. While exoglycosidases only  transfer  the  terminal monosaccharide, endoglycosidases 
transfer the complete oligosaccharide. Thereby the  linkage formation can proceed  in two different 
ways, depending on the reaction conditions and the structure of the glycosyl donor substrate (Figure 
23).  In the equilibrium process, which  is called reverse hydrolysis, a  free saccharide  is  linked  to an 
acceptor with loss of one water molecule under thermodynamic control. Since the natural equilibrium 
strongly favors the hydrolysis over the linkage formation, it has to be shifted towards the latter. This 













In  the  context  of  this  work,  application  of  glycosyltransferases  and  glycosidases  enable  further 
diversification  of  carbohydrate  core  structures  on  readily  synthesized  glycopeptides  in  small 
quantities. Glycopeptides  from this work have been modified with poly‐N‐acetyllactosamine  (poly‐






Carbohydrate‐protein  interactions play  a  key  role  in many  cellular processes  like  cell‐recognition, 
adhesion or  cell‐signaling, which  is of particular  interest  in  the  context of  tumor progression  and 










fashion245‐250.  This  technology  has  become  the  dominant methodology  for  glycan‐protein  binding 
studies  as  it bears  an  additional  advantage: The multivalent presentation of  glycans. This  feature 
mimics the arrangement of glycans as displayed in natural environments, for example on cell‐surfaces 
and  is  thus  allowing  the  formation  of multivalent  glycan‐protein  complexes.  This  allows  for  the 
recognition of glycan‐protein  interactions, which would be very weak  if  tested  in solution  instead, 
since many  lectin‐ and antibody‐recognitions depend on multivalent glycan binding251. The  libraries 



















glass  slides modified with a nitrocellulose  surface246. However,  in  this methodology  the adsorbing 





coated  slide253‐256.  Here  the  strong  biotin/streptavidin  interaction  ensures  a  comparably  strong 
adhesion to the surface. Also this methodology was not applied in the course of this work since the 




groups of  the probe with corresponding acceptors on  the slide surface. Depending on  the applied 
chemistry  also  the  covalent  approaches  can  be  subdivided  into  site‐nonspecific  and  site‐specific 


















which  generally  immobilized  the  glycopeptides  through  an N‐terminal  triethylenglycol  linker.  The 
slides were coated with a hydrogel, which consists of a cross‐linked hydrophilic polymer (Figure 25). 
This  polymer  network  is  functionalized with  N‐hydroxysuccinimide  esters  via  flexible  hydrophilic 
spacers. The whole hydrogel structure of  the coating ensures a high accessibility of the covalently 
attached probes by the screened  ligands  in solution. This maintains the chemical conformation and 
































NHS ester aldehyde epoxide pyridyl disulfide maleimide alkene
amide imide aminoalcohol disulfide thioether thioether



























































For  each  experiment  a  selection of  glycopeptides was  attached  to NHS‐functionalized microarray 
slides  by  piezo‐driven  non‐contact  spotting  using  an  iTwo‐400  high‐capacity  micro‐dispensing 
instrument  (M2  Automation,  Berlin,  Germany).  Thereby  the  different  glycopeptide  spots  were 
arranged in grids, of which each replicate contained a repetitive sequence of glycopeptide spots. The 
spotted slides were incubated at high humidity (70 – 100 %) to allow maximum reaction between the 
amino  functionalized probes  and  the NHS ester  functionalized  slides. Unreacted NHS esters were 
blocked by subsequent incubation with ethanolamine. By using a silicone structure containing specific 
frames  with  wells  in  various  formats  (8‐,  16‐  and  48 wells), multiple  incubations  with  different 
conditions on one slide were enabled. After slides were blocked, incubations were typically made with 
lectins, antibodies or bacteria diluted  in PBS Tween  (PBST) buffer, a  low amount of Tween  in  the 
incubation buffer  should prevent unspecific binding. The  slides were kept on a  shaker  in a  sealed 



















studies  focus on glycosylated proteins  and glycosylation  sites, whereas glycomics  focus on glycan 
compositions272.  In glycoproteomic studies, glycoproteins are typically enriched  from cell‐lysates  in 
combination with digestion with for example trypsin. Common enrichment methods are for instance 
the  covalent  capture  of  glycoproteins/‐peptides  with  hydrazide273‐274  or  boronic  acid275 modified 
beads, chromatography‐based approaches like for example size‐exclusion chromatography (SEC)276 or 
hydrophilic‐interaction  chromatography  (HILIC)277  or  lectin‐based methodologies  like  lectin  weak 



















evaluation of all different generated  fragment  ions allows  the deduction of  the underlying glycan 
sequence. However, since  the different Hex as well as HexNAc  isomers exhibit  identical masses, a 
precise assignment of the corresponding monosaccharide subunits cannot be obtained. In an altered 














the  N‐C‐ring  structure,  the  peptide  remains  intact289.  In  contrast  to  CID  and  HCD,  with  ETD 




While  it  is  possible  to  resolve  peptide  sequences  and  pinpoint  glycosylation  sites  with  these 
methodologies, the structural information about the glycans is very limited. Neither is a discrimination 
of  the  different Hex  and HexNAc  subunit  isomers  possible,  nor  is  reliable  information  about  the 




complementing data  is provided by the research  field of glycomics.  In typical glycomic approaches 
glycans are released from the peptide prior to LC‐MS/MS analysis292. This is either accomplished by 








spectroscopy on  full glycoconjugates  is used  to  resolve glycan  structures. While  this methodology 
enables precise and reliable results, it requires decent amounts of analyte and is very time‐consuming. 
Thus  this method  is not  suitable  alone  for  studies, which  aim  for a broad  characterization of  the 
glycoproteome.  Instead  strategies  should  preferably  be  combined  for  desirable  understanding  of 
diseases  and  complex  glycobiology;  analysis  of  released  glycans,  analysis  of  glycosylation  sites  of 
deglycosylated  peptides  and  analysis  of  intact  glycopeptides  giving  information  about  both 
glycosylation sites and glycan structures. Within this thesis synthetic glycopeptides have been used as 
model  compounds  to  enable  analysis  of  isobaric  glycans  by  HCD  or  CID  fragmentation  of  intact 







Mucin‐type O‐glycosylation  represents a  complex and diverse  class of modifications, but  to  some 
extent the glycans share structural similarities. Basically, all mucin‐type O‐glycans are connected to a 
serine or threonine via a αGalNAc residue295 and  in the most common core structures core 1‐4 this 





containing  four  common  building  blocks,  the  acceptor  TN‐antigen  12,  and  the  donors 
galactosylbromide 5, LacNAc type‐1 24 and LacNAc type‐2 29 disaccharide (Figure 27). This strategy 
















































































































































































































To  generate  building  blocks  suitable  for  Fmoc‐SPPS  global  acetyl  protection  was  selected  for 
preparation of the final glycosylated amino acids and the majority of acetyl groups were introduced 
from early on  in  the  synthesis  route. Acyl esters  stabilize glycosidic  linkages due  to  their electron 





















in  a  β‐selective  glycosylation  reaction.  If  the donor was  designed  to participate  in  an  α‐selective 




in  the detailed  synthesis description below minimized  the number of  required  reaction  steps and 
saved time and yield. 
The common TN‐antigen acceptor 12 was generated by attachment of a galactopyranosyl bromide to 




since  it  can be  introduced  regioselectively  at  the desired 4‐  and 6‐position  and hydrolyzed under 




7.1.8).  This  glycosylation was  performed  according  to Helferich304‐306  using mercury(II)  cyanide  as 
promotor in a nitromethane/dichloromethane system. After removal of the 4,6‐O‐acetal from the T‐





























promotor  system312.  Here,  the  Copper(I)  is  coordinated  by  a  nitrogen,  leading  to  an  enhanced 















reaction. After  reductive  elimination with  copper(II)  sulfate  and activated  zinc dust  in H2O/AcOH, 
3,4,6‐tri‐O‐acetyl  galactal  6  was  obtained  under  formation  of  ZnBrOAc.315‐317  For  azidonitration 
according to Lemieux318, the galactal was then treated with cerium(IV) ammonium nitrate and sodium 
azide  in  acetonitrile  to  generate  3,4,6‐O‐acetyl‐2‐azido‐2‐deoxy  galactosyl  nitrate  7.  This  reaction 
proceeds via a radical mechanism200, where the azide ion is oxidized first, giving one electron to Cer(IV) 
and thus reducing it to Cer(III). The generated azide radical then attacks the galactal double bond from 








Having  the galactosyl donor 8 and  the Thr acceptor 3  ready,  the TN‐antigen was  formed applying 
Koenigs‐Knorr conditions203. Using a system of catalytic amount of silver perchlorate together with an 






















































general  preference  for  cis‐diols  in  a  carbohydrate  ring,  benzylidene  acetals  have  the  additional 
property to be most stable at six‐membered rings with the phenyl substituent being positioned in the 















reaction  is  defined  by  the  difference  in  reactivity  of  the  3‐OH  and  the  4‐OH  groups within  the 
glucosamine acceptor300, 325. The participating acetyl group at the 2‐position of the galactosyl donor 
promotes nucleophilic attack on the oxocarbenium ion from the β‐side, circumventing the anomeric 
effect.  In  the  formation  of  the  LacNAc  type‐1  disaccharide,  the  3‐OH  of  the  Troc‐protected 




















to  obtain  compound  14.    Finally  the  trichloroacetimidyl  residue  was  introduced  according  to 
Schmidt205,  327 using  trichloroacetonitrile  in dichloromethane.  The  stereochemical outcome of  this 
reaction was  controlled by  the  choice of  the base.  Formation of  α‐acetimidates  is  favored  in  the 
presence of a strong base (e.g. sodium hydride, DBU), the presence of a weak base (e.g. potassium 
carbonate) leads to predominant formation of β‐acetimidates. The reason for this lies in the different 
reactivities  of  the  α‐  and  β‐oxyanion  intermediates,  being  present  in  an  equilibrium  (Figure  37). 
Treatment  with  a  weak  base  leads  to  fast  reaction  of  the  more  reactive  β‐oxyanion  to  the 
corresponding β‐acetimidate (kinetic product), pulling the oxyanion equilibrium to the β‐anomer. In 









During  this  synthesis  the  addition  of  catalytic  amounts of  the  non‐nucleophilic,  strong  base DBU 
resulted  in  formation  of  the  α‐acetimidate.  The  galactosyl  trichloroacetimidate  donor  15  was 
synthesized in three steps with a total yield of 43 %. 
The thioglycoside acceptor 21 was synthesized with an azide in 2‐position, which provides the glycosyl 




explosions329.  The  diazotransfer  donor  was  prepared  in  a  one‐pot  reaction  by  generating  the 















mixed  tetrazene  (Figure  40)330‐331.  The  electron withdrawing  imidazylate  causes  a  highly  electron 
deficient terminal azide nitrogen, which is then attacked by the amine, being in close proximity due to 
the copper(II) coordination. This probably  leads to a reverse [3+2] dipolar cycloaddition resulting  in 





non‐participating  azide,  direct  introduction  of  a  thiophenyl  residue would  result  in  an  anomeric 
mixture. The thermodynamically more stable α‐thioglycoside anomer is less reactive compared to the 
β‐anomer, which would be a problem in the later glycosylation reaction. To address this problem, the 
α‐glucopyranosyl  chloride  was  generated  from  18  by  employing  titanium(IV)  chloride332‐333  in 














a  similar  procedure  from  Toepfer  and  Schmidt324  applying  catalytic  amounts  of  trimethylsilyl 








To  enable  a participating  effect  in  further  glycosylation  reactions of  the  complete  LacNAc  type‐1 
donor, the azide group was reduced to an amine which was subsequently protected with an N‐Troc 
group. This protection group has the additional advantage of resulting in more reactive glycosyl donors 






























perpendicular to the charge of the potential oxocarbenium  ion and  is therefore  favored and more 
reactive. Typically the tg conformer  is the  least abundant  in hexopyranosides, but the 4,6‐O‐acetal 





polymerization of  the  resulting di‐hydroxyl  thioglycoside donor during  the  following  glycosylation 
step, the free 4‐OH group and the very reactive 6‐OH group have to be reprotected. The 6‐position 












The  LacNAc  type‐2  disaccharide  donor  (Galβ1,4GlcNAcβSPh)  was  assembled  by  glycosylation  of 
glucopyranosyl  thioglycoside  acceptor  27  with  the  above  described  galactopyranosyl 
trichloroacetimidate donor 15 (Figure 35, glycosylation B). For the synthesis of acceptor 27, the GlcN‐
Troc protected thioglycoside 26 was generated as described by Yan et al.337, protecting the 2‐position 
first with TrocCl. After  subsequent peracetylation,  the  thermodynamic  α‐anomer was obtained as 
major product (Figure 43). This reaction is not influenced by neighboring group participation, because 
the  acetylation  is  not  proceeding  via  formation  of  an  oxocarbenium  ion.  Nevertheless,  the 







protecting group  can be  removed under mild acidic/reductive  conditions. The  introduction of  the 




In  addition  to  the  leaving  group  functionality,  the  thiophenyl  residue  serves  as  an  orthogonal 
protective group, as  the  thioacetal  is  stable310 at  the conditions of  the  following protection group 





hydroxyl group  in  the 4‐position as needed  for  the extension  to  form  the  type‐2 disaccharide. To 
achieve regioselective glycosylation at the 4‐position, the more reactive primary alcohol209 at the 6‐
position was blocked with equimolar amounts of TBDMS chloride. In contrast, the also free 3‐hydroxyl 
was not needed  to be blocked  since  it has been  found  to be  less  reactive  than  the 4‐position  in 
GlcNAc300, 325. Starting from glucosamine hydrochloride 17, the glucopyranosyl thioglycoside acceptor 
27 was synthesized in three steps with a total yield of 60 %. 
The  formation  of  the  LacNAc  type‐2  disaccharide  was  accomplished  by  glycosylation  of  the 
glucopyranosyl thioglycoside acceptor 27 with the galactopyranosyl trichloroacetimidate 15 (Figure 
44). Trimethylsilyl trifluoroemethanesulfonate has been used as a promotor  for this reaction  in an 
earlier  work  from  the  group153,  within  this  work  slightly  better  results  were  obtained  using 
trifluoromethanesulfonic acid (74 % yield for trimethylsilyl trifluoroemethanesulfonate, 78 % yield for 















acceptor  12  was  coupled  with  peracetylated  galactosyl  bromide  8,  which  also  represents  an 
intermediate of the TN‐antigen synthesis route. The glycosylation reaction was performed according 




















































The  extended  type‐1  core  2  glycosylated  amino  acid  is  assembled  in  a  [2+2]  building  block 
glycosylation of the T‐antigen acceptor 31 with the LacNAc type‐1 disaccharide donor 24. The reaction 









iodosuccinimide, which  leads to the  formation of a sulfonium  ion  intermediate. This sulfonium  ion 





The  regioselectivity of  this glycosylation step  is achieved by making use of  the higher  reactivity of 




difference  in  the  reactivities  of  the  axial  secondary  4‐  and  the  primary  6‐position.  Due  to  the 
participating character of the LacNAc 2‐N‐Troc group, the reaction proceeds with full stereoselectivity 
under  formation  of  the  β‐1,6‐O‐glycosidic  bond,  as  verified  by  gHMBC‐NMR  experiments  (see 
appendix). 
For  later application  in solid phase peptide synthesis, global acetyl group protection needed to be 













































































that  the phenyl‐sulfenyl  leaving group was added  to  the N‐Troc nitrogen during  the glycosylation 






















glycosylation  to  afford  the  type‐1  core  2  glycosylated  amino  acid  (Figure  46,  p.  69). Despite  the 
considerably  higher  reactivity  of  the  primary  hydroxyl  group  at  the  GalNAc‐6‐position  over  the 
























































































































































































































global  acetylation.  The  silyl  ether was  removed  under  acidic  conditions,  followed  by  subsequent 
acetylation to obtain compound 50. Removal of the N‐Troc groups was done by reductive elimination 
using zinc dust/acetic acid341 with subsequent formation of the corresponding acetamide 51. Finally, 



























deprotection,  the  zinc dust was  replaced by  cadmium dust, which has been  reported  to be more 





known  to  be  soluble  in  organic  solvents352‐353  and  surpasses  the  above‐mentioned  zinc 
(E0 aqZn/Zn2+ = ‐0.76 V)  and  cadmium  (E0 aqCd/Cd2+ = ‐0.40 V)  by  far.  By  applying  in  situ  generated 
samarium(II) iodide on the N(SPh)Troc compound 56, the reduction efficiently proceeded over three 

























































The  synthesized mucin  type  glycosylated  amino acids were used  as  Fmoc‐SPPS building blocks  to 




spacer, allowing  immobilization of the peptides on a microarray surface  for applications  in protein 
binding studies (Figure 55 a). For optimization of the peptides synthesis, an unglycosylated peptide 
and  the  three  possible  monovalent  TN‐antigen  peptides  were  initially  prepared  (C‐terminally 
unprotected  TN‐antigen  building  block  provided  by Dr.  Christian  Pett).  By  application  of  the  four 
different  type‐1/type‐2 elongated  core 2  and  core 4  amino  acids, mono‐, di‐  and  trivalent MUC1 
glycopeptides were synthesized and combined with the previously synthesized library from Dr. Pett 



















equivalents  excess  compared  to  the  amino  acid.  Standard  reaction  time  was  40  minutes  with 
subsequent Fmoc removal (20 % piperidine, 2x 3 min, 1x 9 min). To compensate for possible sterical 











(15:1:1  v/v/v).  The  released  glycopeptides were  then  desalted  using  a  C18‐cartridge  followed  by 
deacetylation  to  remove  the  glycan  protection  under  Zemplén  conditions,  sodium 






































caused  by  the  acidic  cleavage  from  the  resin.  After  16  hours  the  starting material  is  consumed 
completely,  but  the  deacetylation  process  is  still  incomplete  as  indicated  by  peaks  between  the 
starting material and the product peak. These peaks disappeared after 48 hours in combination with 
a  further  growth  of  the  product  peak  which  indicates  full  conversion.  After  completion  of  the 
deacetylation  the  glycopeptide  solutions  were  neutralized  with  acetic  acid  and  subjected  to 
purification by  reversed phase HPLC. An overview over  the synthesis conditions and yields  for  the 
different glycopeptides in the library is given in Table 1. 
Table 1: Synthesis conditions and yields for preparation of the mucin glycopeptide library. 
glycan  ID  sequence  eqiv.  deacetylation  yield (%) 
pH  time (h) 
‐‐‐  P1  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSTA  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐  40 
TN‐antigen 
P2  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  1.5  10.0  16  27 
P3  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  1.5  10.0  16  22 
P4  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  1.5  10.0  16  14 
GalNAc‐d3  P5  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  1.5  10.0  16  51 P6  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  1.5  10.0  16  52 
core 2 type‐1 
P7  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  1.5  10.0 ‐ 10.5  19  78 
P8  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  1.5  10.5  16  25 
P9  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  1.5  10.5  16  30 
P10  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  1.5  10.0 ‐ 10.5  19  22 
P11  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  1.5  10.0 ‐ 11.0  24  28 
P12  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGS T*A  1.5  10.0 ‐ 11.0  24  30 
P13  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  1.5  10.0 ‐ 11.0  24  17 
core 2 type‐2 
P14  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  1.5  10.5  48  38 
P15  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  1.5  10.5  48  39 
P16  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  1.5  10.5  144  35 
P17  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  1.5  11.0  48  28 
P18  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  1.5  11.0  48  32 
P19  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGS T*A  1.5  11.0  48  15 
P20  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  1.5  11.0  48  14 
core 4 type‐1 
P21  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  1.5  11.0  48  42 
P22  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  1.5  10.5  16  17 
P23  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  1.5  10.5  22  18 
P24  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  2.0  10.5  48  25 
P25  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  2.0  10.5  48  30 
P26  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  2.0  10.0  48  26 
P27  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  2.0  10.0  48  19 
core 4 type‐2 
P28  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  1.5  11.0  48  51 
P29  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  1.5  10.5  16  8 
P30  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  1.5  10.5  16  12 
P31  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  2.0  11.0  72  28 
P32  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  2.0  11.0  72  29 
P33  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  2.0  11.0  48  30 











The  fiber  knob  protein  AD37  from  adenovirus  type  37,  which  is  also  responsible  for  epidemic 




Therefore  it  is unlikely, that GD1a  is a native  ligand of AD37  in the course of eye  infection and the 
question  of  AD37  binding  specificity  remains  unanswered.  As  the  structure  of  GD1a  (Figure  57) 
resembles the ones from common mucin core structures, it was considered to be likely, that sialylated 








recognition  of  the  long  fiber.  Earlier microarray  screenings  showed  recognition  of  α2,3‐sialylated 
probes and no recognition of α2,6‐sialylated ones358. Further, a specificity towards LacNAc type‐2 over 
LacNAc type‐1 was reported by the authors. However, the ligand‐positive probes of that studies were 
mainly  glycolipids,  while  the  corresponding  glycan  sequences  are  common  to  glycoproteins. 
Therefore, also this lectin was added to the sialoglycopeptide microarray incubation experiment. This 
enables a validation of the reported results with more natural ligand probes. 
The  lectins were  incubated on  glycan microarray MA3  containing  sialylated MUC1  glycopeptides, 
which was  spotted  by  Dr.  Christian  Pett  under  utilization  of  glycopeptides  from  Prof.  Dr.  Ulrika 








slide  contained  several  α2,3‐sialylated glycans, which  should be  recognized by  the  reported  α2,3‐










staining with  anti‐penta‐His  antibody  no  signals  could  be  detected  in  the  fluorescence  readout. 
Instead,  staining  with  an  anti‐galectin‐3  antibody  resulted  in  staining  on  almost  all  presented 
glycopeptide spots.  In order to test, whether the antibody concentration was too  low  in the  initial 
adenovirus  lectin/anti‐penta‐His antibody experiments, analog  incubation experiments with higher 




fluorescence  readout. The GD1a oligosaccharide was  further  included as positive control  for AD37 





were used  in  the  group  for  specificity mapping of  recombinant human  galectin‐3153.  Extracellular 
galectin‐3 is assumed to have an apoptotic function via interaction with carbohydrates of cell surface 






blocking  the  interaction  of  galectin‐3 with  cell  surface  receptors  and  thus  blocking  induction  of 
apoptosis. Further, galectin‐3 has been found to interact with T‐antigen structures on the aberrantly 
overexpressed MUC1 glycopeptides on cancer cell surfaces, which is thought to be involved in tumor 
metastasis149.  Accordingly,  the  glycopeptide  microarray  was  designed  to  contain  typical  tumor‐
associated  carbohydrate motifs  consisting  of  differently  elongated  O‐glycan  core  structures with 
different  sialic  acid  termination  patterns  in  mono‐  and  multivalent  presentation  on  different 
glycosylation sites. As a result of incubations with galectin‐3 it was found, that the lectin exhibits weak 
affinity  towards  the  tumor‐associated  T‐  and TN‐antigen  structures  compared  to  common  LacNAc 
elongated mucin‐type O‐glycans. No recognition difference was observed between LacNAc type‐1 and 

























developed  to  overcome  the  immune  tolerance  in  order  to  elicit  a  strong  immune  response  (see 
chapter  3.2.2.2),  but  evaluation  of  the  raised  antibodies  towards  quality  and  specificity  is  still 
challenging  due  to  missing  glycopeptide  probes  for  screening  experiments.  Generation  of  an 
immunological memory  with  antibody  specificity  towards  tumor  cells without  cross‐reactivity  to 
normal healthy  cells  is  critical  to avoid  the  risk of development of an auto  immune disease upon 
vaccination. In order to perform a quality and specificity evaluation on polyclonal antibodies raised 
from MUC1‐vaccine constructs, glycopeptides  from  this work have been  incorporated  into a  large 
glycopeptide microarray library and used in binding studies354. Three vaccine candidates were selected 





The  three vaccine candidates were administered  in mice. Determination of  the obtained antibody 






The antisera, which were  induced by  the P30‐based  vaccine  conjugates 1  and 2  showed a mixed 







the MUC1 peptide  tandem  repeat.  (Figure 60). Recognition of  the GSTA domain was  restricted  to 
divalent TN‐antigen presentation. This strong selectivity might be the result of the strong rigidity of the 
















oligosaccharides  or  glycopeptides  and  are  highly  valuable  for  data  analysis361.  The  assignment  of 
saccharide regio‐ and stereoisomers according to their characteristic oxonium ion profiles was studied 






which were partly prepared  in this work were employed  in  the studies. Analysis of decomposition 
pathways of the [HexNAc]+ precursor oxonium ion was supported by preparation and fragmentation 




















































































decomposition  of  m/z  171  to  m/z  127  suggests,  that  m/z  126  does  not  originate  from  m/z  186  decomposition.  C) 













amine  deacetylation  to  generate  m/z  144  is  not  pronounced  and  instead  loss  of  water  and 
aromatization was observed. As a consequence the GlcNAc diagnostic ions showed high abundance 
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HCD,  the  oxonium  ion  profiles  of  type‐1  core  3  (Gal‐β‐1,3‐GlcNAc‐β‐1,3‐GalNAc‐O‐)  substituted 
glycopeptides were similar to those obtained GlcNAcβ1‐O‐substituted glycopeptides, suggesting that 
the terminal Gal  in the GlcNAc‐3 position did not affect the resulting oxonium pattern.  In contrast, 





experiments on  the  full  glycopeptides.  Thus  it  can be  concluded,  that  the  internal GalNAc‐α‐1‐O‐ 





LacNAc subunits without  the need of wet‐chemical modifications of  the glycan or glycoprotein.  In 
addition, it bears the HCD‐inherent feature to discriminate glycan and glycopeptide fragments from 
pure  peptide  fragments  on  the  basis  of  oxonium  fragment  ion  generation.  This  can  be  used  for 
product‐triggered approaches, where subsequent peptide fragmentation is only done, if characteristic 











common  Tyr  amino  acid  acceptor  building  block  and  coupled  with  GlcN3‐,  GlcNTroc‐
trichloroacetimidate or GalN3Br glycosyl donors (Figure 63). The α‐GalNAc‐Tyr building block 64 was 
prepared  in  analogy  to  the  previously  described  TN‐antigen  Ser/Thr  synthesis203,  301,  363. 
Trichloroacetimidate donors204‐205, 327 were used to generate the α‐ or β‐GlcNAc‐Tyr building blocks 69 
and 74 and the configuration of the obtained glycosidic linkages was controlled by either installing a 
participating N‐Troc at C‐2  to promote  β‐glycosylation or by  installing a non‐participating azide  to 















Schmidt  method205,  327using  a  peracetylated  galactopyranosyl  trichloroacetimidate  donor  and  a 
tyrosine acceptor. In this work the glycosylated amino acid was synthesized applying Koenigs‐Knorr 


















































with  an  N‐Troc  group  in  the  2‐position  and  global  acetyl  protection  of  the  hydroxyl  groups. 
Regioselective deacetylation with hydrazine acetate in THF afforded the free anomeric hydroxyl 70, 
which was then converted to the corresponding α‐trichloroacetimidate 71 using trichloroacetonitrile 
in dichloromethane under addition of  the  α‐directing base DBU. The glycosylation  step  itself was 
carried out under addition of catalytic amounts of trimethylsilyl trifluoromethanesulfonate (TMSOTf) 
as promotor.  Since  the  stereoselectivity of  the  reaction was  guided by  the donor  carbamate,  the 
reaction  could  be  performed  at  room  temperature without  formation  of  the  thermodynamic  α‐
glycoside. The generated  coupling product 72 was  then  converted  to acetamide 73 by applying a 














O‐glycosylation  sites  in  eukaryotic  cells.  In  addition  to  synthetic  glycopeptides  based  on  tryptic 
fragments  identified  in  previous  glycoproteomic work,  additional HexNAc  analogs were made  to 




of  glyco/phospho‐peptides  were  also  synthesized.  These  peptides  enabled  to  study  potential 
influences of vicinal phosphorylation  to peptide conformation and  stability as well as  to elucidate 





acids, all  coupled with donor excess of 1.5  compared  to  the  resin  loading without exception.  For 



















amino  acid  sequence  proceeded  with  low  yields  (4  ‐  8 %,  compare  Table  2),  therefore  the 
glycopeptides were not  further worked up  to  full  vaccine  conjugates.  Synthesis of  the alternative 














‐‐‐  P35  TEG‐DAEFRHDSGYEVHHQK  ‐‐‐  ‐‐‐  87 
αGalNAc  P36  TEG‐DAEFRHDSGY*EVHHQK  11.0  16  53 
αGlcNAc  P37  TEG‐DAEFRHDSGY*EVHHQK  10.5  16  63 
βGlcNAc  P38  TEG‐DAEFRHDSGY*EVHHQK  11.0  16  49 





‐‐‐  P40  TEG‐NLDKEYLPIGGLAEFCK  ‐‐‐  ‐‐‐  49 
αGalNAc  P41  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  10.5  23  32 
αGlcNAc  P42  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  10.5  16  41 
βGlcNAc  P43  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  10.5  23  18 
phospho  P44  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  ‐‐‐  ‐‐‐  41 






‐‐‐  P46  TEG‐IAATILTSPDLR  ‐‐‐  ‐‐‐  46 
βGlcNAc 
P47  TEG‐IAATILTS*PDLR  10.0  48  42 
P48  TEG‐IAAT*ILTSPDLR  10.0  48  55 
P49  TEG‐IAATILT*SPDLR  10.0  48  51 
P50  TEG‐IAAT*ILT*SPDLR  10.0  48  36 
P51  TEG‐IAAT*ILTS*PDLR  10.0  48  24 





‐‐‐  P53  TEG‐EAYPGDVFYLHSR  ‐‐‐  ‐‐‐  65 
βGlcNAc 
P54  TEG‐EAYPGDVFYLHS*R  10.0  48  13 
P55  TEG‐EAY*PGDVFYLHSR  10.0  48  20 
P56  TEG‐EAYPGDVFY*LHSR  10.0  48  8 
P57  TEG‐EAY*PGDVFY*LHSR  10.0  48  22 



















‐‐‐  P59  TEG‐FTQAGSEVSALLGR  ‐‐‐  ‐‐‐  27 
βGlcNAc 
P60  TEG‐FTQAGS*EVSALLGR  10.0  48  22 
P61  TEG‐FTQAGSEVS*ALLGR  10.0  48  64 
P62  TEG‐FT*QAGSEVSALLGR  10.0  48  45 
P63  TEG‐FT*QAGS*EVSALLGR  10.0  48  35 
P64  TEG‐FTQAGS*EVS*ALLGR  10.0  48  36 
407‐422 
‐‐‐  P65  TEG‐IMDPNIVGSEHYDVAR  ‐‐‐  ‐‐‐  42 
βGlcNAc 
P66  TEG‐IMDPNIVGS*EHYDVAR  10.5  48  13 
P67  TEG‐IMDPNIVGSEHY*DVAR  11.0  48  33 
P68  TEG‐IMDPNIVGS*EHY*DVAR  10.5  48  20 
β GlcNAc*/ 
phospho#  P69  TEG‐IMDPNIVGS*EHY
#DVAR  10.0  16  59 
Phospho#/  
βGlcNAc*  P70  TEG‐IMDPNIVGS




‐‐‐  P71  TEG‐AHGGYSVFAGVGER  ‐‐‐  ‐‐‐  6 
βGlcNAc 
P72  TEG‐AHGGYS*VFAGVGER  10.5  48  63 
P73  TEG‐AHGGY*SVFAGVGER  11.0  48  63 
P74  TEG‐AHGGY*S*VFAGVGER  10.0  48  12 
407‐422 
‐‐‐  P75  TEG‐IMDPNIVGNEHYDVAR  ‐‐‐  ‐‐‐  56 
αGalNAc  P76  TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR  9.5  16  31 
αGlcNAc  P77  TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR  10.5  16  33 
βGlcNAc  P78  TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR  9.5  16  33 







‐‐‐  P80  TEG‐SEDYALPSTVDRR  ‐‐‐  ‐‐‐  36 
βGlcNAc 
P81  TEG‐S*EDTALPSTVDRR  10.0  48  54 
P82  TEG‐TEDYALPS*TVDRR  10.0  48  58 
P83  TEG‐TEDY*ALPSTVDRR  10.0  48  43 
P84  TEG‐SEDYALPSY*VDRR  10.0  48  52 
P85  TEG‐S*EDY*ALPSTVDRR  10.0  48  46 
P86  TEG‐SEDY*ALPS*TVDRR  10.0  48  46 














‐‐‐  P88  TEG‐KFPSEYVPTVFD  ‐‐‐  ‐‐‐  51 
αGalNAc  P89  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  10.5  16  40 
αGlcNAc  P90  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  11.0  16  17 
βGlcNAc  P91  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  11.0  16  34 
phospho  P92  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  ‐‐‐  ‐‐‐  44 
MUC1  VNTR 
αGalNAc 
P93  TEG‐PAHGVY*SAPDTRPAPGSTA  10.5  16  50 
P94  TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA  10.5  16  50 
P95  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSY*A  10.5  16  54 
α‐GlcNAc 
P96  TEG‐PAHGVY*SAPDTRPAPGSTA  11.0  16  47 
P97  TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA  11.0  16  46 
P98  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSY*A  11.0  16  42 
β‐GlcNAc 
P99  TEG‐PAHGVTSAPDS*RPAPGSTA  10.5  16  24 
P100  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  9.5  16  56 
P101  TEG‐PAHGVY*SAPDTRPAPGSTA  10.5  16  52 
P102  TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA  10.5  16  58 
P103  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSY*A  10.5  16  52 
Nucleobindin‐2 
(homo sapiens)  387‐399 
‐‐‐  P104  TEG‐LEYHQVIQQMEQK  ‐‐‐  ‐‐‐  59 
α‐GalNAc  P105  TEG‐LEY*HQVIQQMEQK  10.5  16  8 
β‐GlcNAc  P106  TEG‐LEY*HQVIQQMEQK  10.5  16  25 










‐‐‐  P109  TEG‐AFPGEYIPTVFD  ‐‐‐  ‐‐‐  85 
α‐GalNAc  P110  TEG‐AFPGEY*IPTVFD  10.5  16  35 
α‐GlcNAc  P111  TEG‐AFPGEY*IPTVFD  11.0  16  17 
β‐GlcNAc  P112  TEG‐AFPGEY*IPTVFD  11.0  16  28 




P114  Ac‐GYYG‐TEG  ‐‐‐  ‐‐‐  43 
P115  Ac‐KKVPVSRA  ‐‐‐  ‐‐‐  92 
α‐GalNAc  P116  Ac‐GY*Y*G‐TEG  9.0  48  4 
















‐‐‐  P119  TEG‐QFPEVYVPTVFE  ‐‐‐  ‐‐‐  54 
α‐GalNAc  P120  TEG‐QFPEVY*VPTVFE  10.5  16  22 
α‐GlcNAc  P121  TEG‐QFPEVY*VPTVFE  11.0  16  15 
β‐GlcNAc  P122  TEG‐QFPEVY*VPTVFE  11.0  16  7 
phospho  P123  TEG‐QFPEVY*VPTVFE  ‐‐‐  ‐‐‐  6 
 
7.2.5.1 MUC1 model peptides 
The  MUC1  VNTR  model  peptides  were  synthesized  as  HexNAc‐Ser/Thr  variants  as  well  as 
corresponding Tyr analogs  following the sequence TEG‐PAHGVX*SAPDX*RPAPGX*TA. The resulting 
sequence  selection  enables  comparative  O‐glycosylation  studies  while  circumventing  sequence 
dependent influence to the experimental results. While the monoglycosylated variants of the common 
αGalNAc‐Thr glycopeptides are already  covered  in  the mucin glycopeptide  library, here additional 





For  SPPS  the  tryptic  DAEFRHDSGYEVHHQK  sequence  has  been  chosen, which  represents  the  N‐
terminal  hexadecameric  segment  of  the  neurotoxic  amyloid‐β‐APP  peptide  (Figure  70).  CID 
experiments  on  immunopurified  amyloid‐β  identified  Tyr682  to  be  O‐glycosylated  with 
(Neu5Ac)1‐2Hex(Neu5Ac)HexNAc structures177. Although a HexHexNAc structure hints to be of mucin 
type, the applied CID methodology does not provide waterproof conformational  information about 
the  carbohydrate  subunits. Therefore  three glycoforms of amyloid‐β 672‐687  containing either  α‐















to be modified with αGlcNAc at  the Tyr32(34) site. To explore  these modifications  in more detail, 
undecameric  glycopeptides were  prepared  containing  the  GlcNAc  and GalNAc  glycoforms  of  the 









In  2013  glycoproteomic  LC/MS  studies  on  murine  synaptosomes  from  mice  revealed  Tyr  O‐





authors were  not  able  to  determine which  structural  HexNAc  isomer was  responsible  for  these 
modifications. However, the location in mitochondria and knowledge about nearby Ser/Thr HexNAc 
modifications and  identified phosphorylation  sites, would  suspect  that a new PTM was  identified: 
βGlcNAc‐Tyr.  In earlier work we showed that HCD‐MS fragmentation techniques allowed structural 
identification  of  HexNAc  epimers  such  as  GalNAc  and  GlcNAc  attached  on  Thr/Ser  modified 
glycopeptides and we were interested to explore if it was possible to distinguish these modification 
on Tyr residues as well. In that case the methodology would be available for future identification of 


























of  tryptic glycopeptides or  to explore  cooperative effects during enzymatic  transfer or  removal of 
GlcNAc,  different glycopeptide sequences were needed which simultaneously exhibit Ser, Thr and Tyr 
in close vicinity. Several mitochondrial  tryptic glycoprotein  fragments were  chosen  from a pool of 
reported66 mitochondrial tryptic glycoprotein segments, which exhibit known O‐GlcNAc sites and fulfil 
the needed criteria. Human Atp5a(335‐347) EAYPGDVFYLHSR exhibits two additional Tyr amino acids 
in  different  distances  from  the  known  O‐glycosylation  site  Ser346.  Atp5b(226‐239)  from mouse 
AHGGYSVFAGVGER exhibits a known O‐GlcNAc site at Ser231 with a neighboring Tyr downstream at ‐
1. The segment Atp5b(407‐422) from mice (IMDPNIVGNEHYDVAR) was of particular interest, which 
carries  a  known  Tyr  O‐GlcNAc  site  on  Tyr418  (see  above),  while  the  human  Atp5b  analog 
IMDPNIVGSEHYDVAR  exhibits  a  identified O‐GlcNAc  site  at  the  nearby  Ser415  residue  (Glu415  in 
mice). Mono and divalent HexNAc glycopeptides based on this sequence were therefore added to the 
library as well. To enhance the sequence versatility of Tyr absent glycopeptides, analogs of the Ser and 





















density  while  keeping  the  immunogenicity  of  the  peptide  backbone  low.  To  this  extent,  two 














Known  substrates  for  human OGT  have  been  included  as  positive  control  for  enzymatic  peptide 
















further  recognize 1,4‐linked  chitin oligomers373‐374.  Interactions of WGA with Neu5Ac  and Neu5Gc 
sialic acid  residues and  terminal GalNAc have also been observed375.  In contrast, VVA  is known  to 
specifically  recognize  α‐  and  β‐configured  terminal  GalNAc,  in  particular  on  GalNAc‐Ser/Thr 
glycopeptides376‐377. The lectin GSL II has been reported to bind terminal α/β‐GlcNAc exclusively378. All 




αGlcNAc‐  and  βGlcNAc‐Tyr modified  glycopeptide  fragments were  prepared  and  immobilized  on 
microarray slides  (slides with glycopeptide  library MA1, details on p. 247). To enable a direct and 
sequence‐independent  comparison  between  HexNAc‐Tyr  and  the  corresponding  HexNAc‐Ser/Thr 
recognition, MUC1 sequence homologs were included to the microarray library, which only differ in 
the  glycosylated  amino  acid.    As  an  example  P93  TEG‐PAHGVY(GalNAc)SAPDTRPAPGSTA  can  be 
directly compared with P2 TEG‐PAGHVT(GalNAc)SAPDTRPAPGSTA and the corresponding α‐ and β‐
configured  GlcNAc  analogs.  Further,  an  unglycosylated  variant  of  each  peptide  sequence  was 
introduced as negative control. In total, on one slide nine incubation experiments were performed in 
nine wells with  five  replicates of  the 39 glycopeptide  library per well  and  incubation.  In order  to 
optimize the lectin concentration with respect to signal to noise ratio and possible saturation effects, 
each  lectin  was  applied  at  three  different  concentrations:  10,  50  and  100  µg/ml.  A  schematic 
illustration  is shown  in Figure 73. All  lectins were obtained as biotinylated conjugates  from Vector 







In  general,  the  experimental  results  from  all  three  tested  lectin  concentrations  do  not  differ 
significantly.  In general, the  fluorescence  intensities of the 10 µg/ml batches were slightly  lower  if 
compared with  results  from  the 50 and 100 µg/ml  incubations. Nevertheless, at  these  rather high 





GalNAc.  Here,  even  the MUC1‐model  peptides  containing  GalNAc‐Tyr  (P93,  P94  and  P95)  were 
recognized, although their Thr equivalents (P2, P3 and P4) were not.  






βGlcNAc‐Thr  glycopeptide  analogs  P100  and  P124  were  not  bound  by  the  lectin.  From  these 
experiments  it can be concluded, that only VVA and GSL  II showed clear selectivity to one specific 
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weak,  this  is  commonly  compensated by  the existence of multiple  carbohydrate binding  sites per 
lectin. This enables the simultaneous binding of several glycans per lectin, which results in multivalent 
ligand/lectin  complexes  with  higher  binding  affinities379.  To  investigate  the  influence  of  Tyr  on 
common multivalent presentation, glycopeptide fragment candidates were included, which exhibit O‐























lectins was  strong  towards GlcNAc‐Tyr exhibiting glycopeptides and  the affinity  towards  their Thr 
analogs was considerably lower or even completely abolished. A similar picture was obtained for the 














Crystallographic studies  in WGA382 have revealed, that the  lectin  is a homodimer, while each dimer 
contains  four  unique  carbohydrate  binding  sites.  Thus,  one  complete  lectin  contains  eight 
independent binding sites. All of these binding sites have been found to be simultaneously functional, 
which  allows  for bidentate or multivalent  chelate binding. However,  this  recognition mode  relies 
strongly on  the  spatial presentation of  the  carbohydrates and  the  flexibility of  the  linker  (i.e.  the 
peptide backbone)380.  In addition,  the high number of  carbohydrate binding  sites per homodimer 
allows for strong lectin cross‐linking.  




decreased  lectin binding  compared  to  their monovalent analogs, as  indicated by  the  fluorescence 




acids  are  in  direct  neighboring  position  (Figure  78).  Although  the  glycan  presentation  on  these 
glycopeptides might  look similar T*S* vs Y*S* vs S*Y*,  the glycan orientation  in the  lectin binding 
pocket might be different in these cases depending on the order of the glycosylated Thr‐, Ser‐, and Tyr 
residues.  Additionally  the  conformation  at  the  glycosylation  site  and  impact  of  steric  and 
conformational differences depending on other nearby amino acids might be an issue for the lectin 
interaction. Further, differences  in rotational degrees of freedom of Thr vs Tyr are expected. While 















were expected  to show maximum occupation  in  this case. Therefore, WGA  follow‐up experiments 
were performed on the basis of the present results. These experiments were done together with MSc. 
Sandra Behren.  Incubations were made with  lectin dilution  series  ranging  from 3.1 ng/mL  to 200 
µg/mL and apparent KD values were calculated from the obtained fluorescence data as described by 
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amino  acid  residues nearby  the  glycosylation  site, but  the data  clearly  show  that  the  amino  acid 
presenting the glycan are most important upon WGA binding of monovalent peptides. A slightly more 
complex picture was obtained for glycopeptides with divalent glycan presentation. In agreement with 
earlier  results,  divalent  glycan  presentation  with  two  to  five  spacing  amino  acids  between  the 
glycosylation  sites  generally  led  to  positive  cooperative  effects  (KD  values  of  down  to  3.2  nM) 

















II  showed  selectivity  for  α‐  and  βGlcNAc‐Tyr  glycopeptides.  In  contrast  the  lectin VVA was highly 
specific  to  αGalNAc  containing  glycopeptides,  but  showed  no  discrimination  between  glycan 
presentation on Tyr vs Ser or Thr residues. The lectins WGA and GSL II were also elucidated for binding 
to divalent glycopeptides with different peptide backbone spacing. The obtained data in most cases 







These  results highlight  the  influence of underlying peptide backbone and amino acid  residues  for 
glycan presentation in lectin binding events, which may be of great importance in diverse biological 




peptide backbones,  the pool of enriched glycopeptides may  further not completely  represent  the 
natural HexNAc glycopeptide pool, which currently is not taken into consideration in glycoproteomic 
workflows. This impact should be the subject of further studies, where pools of selected glycopeptides 
are  subjected  directly  to  lectin  weak  affinity  chromatography  (LWAC).  With  this  approach,  the 
influence of directly competing glycopeptide candidates could be evaluated. Consequently, it would 








would  be  available  for  future  identification  of  a  possible  new  PTM  βGlcNAc‐Tyr. Glycoproteomic 
















(TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA)  has  been  successfully  used  for  fragmentation  experiments  in 
preceding  studies190. The Thr variant P2 was  included as a control experiment and as HexNAc‐Tyr 
glycopeptides,  the  αGalNAc  modified  P94  and  the  βGlcNAc  modified  P102  (both 
TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA) were included in the fragmentation experiments. In the initial work 
the  glycopeptides were  subjected  in  a  concentration  of  400  fmol/15µl  to  a  Velos Orbitrap mass 
spectrometer  online‐coupled  to  a  nano  RSLC  HPLC  system  (both  Thermo  Scientific)  for  HCD 






144,  168,  186  and  204  (Figure  80).  Also,  the  obtained  oxonium  ion  profiles  suggested  similar 






Thereby,  the  glycopeptide  sample  pool  was  extended  by  the  MUC1  αGlcNAc‐Tyr  isomer  P96 
(TEG‐PAHGVY*SAPDTRAPGSYA).  This  enables  a  view  on  the  influence  of  the  anomeric  HexNAc 
configuration on the fragmentation results with Tyr as aglycone. The experiments were performed on 
an  Orbitrap  FusionTM  mass  spectrometer,  online‐coupled  with  a  nano  LC  system  (both  Thermo 
Scientific) in a buffer C/D system. The glycopeptides were measured in separate experiments with a 
concentration of 400 fmol/15 µl each. The oxonium ion profile for each glycopeptide was extracted 
manually  from  the  fragmentation  experiment with  the highest mother  ion  abundance  at  a  given 



























































































































































typical magnitudes.  The GlcNAc/GalNAc  curves  for  P2  and  P94  (GalNAc)  reach  a  plateau  located 
between 0.8 and 1,  the  curves of P96 and P102  reach a plateau between 3.0 and 4.0. The  curve 
progressions clearly show a minimum NCE, which should not be undercut  in order to obtain stable 
























































































































used  for  simultaneous  glycan  and  peptide  backbone  fragmentation285.  Thereby,  lower  collision 
energies typically lead to predominant glycan fragmentation, while higher collision energies can also 
fragment the peptide backbones383‐384. Thus, it remained to be tested, whether peptide fragmentation 
interferes  with  the  oxonium  ion  generation.  Also  here,  a  potential  influence  on  HexNAc‐Tyr 
fragmentation can be expected to be  lower compared to HexNAc‐Ser/Thr fragmentation, since the 
glycosidic bond  in HexNAc‐Tyr  is  less  stable  than  in HexNAc‐Ser/Thr. Therefore, additional  tryptic 




peptide  sequence  and  the  ion  chromatogram was  filtered  for  the  corresponding m/z  value.  The 
oxonium ion abundances were extracted and normalized from the fragmentation experiments at the 
retention times with the three highest precursor ion abundances (Figure 82). Afterwards, an average 






























































































but  the  curves  stabilized  at  increasing  collision  energy  at  HexNAc‐isomer  specific  values.  Stable 
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3‐4  for  GlcNAc.  Like  the  general  oxonium  profile  progression  patterns  (Figure  83),  also  the 















oxonium  signal  intensities and  their evaluation with  the help of  the GlcNAc/GalNAc  ratio and  for 
optimal results a minimum of 30 % NCE was required. The obtained results will enable the integration 















































• AspAT 91 – 107 • Atp5b 407 – 422 • CDC42 27 – 38 • MUC1




























several  additional  questions.  Taking  the  structural  difference  of  Tyr  and  Ser/Thr  into  account, 
differences  in  substrate  affinities  and  catalytic efficiencies of  the enzyme  towards  these different 
glycosylated amino acids would be expected. Further it is unclear, if the selectivity for βGlcNAc anomer 
on Ser/Thr also applies for the same modification on Tyr. To verify this assumption different synthetic 
O‐GlcNAcylated peptide  substrates were prepared and  incubated with OGA, while monitoring  the 
glycopeptide conversion over different time points.  
All reactions were performed at 37° C in 50 µl of a 20 mM HEPES buffer (pH 7.4)388 with a glycopeptide 







24 h after enzyme addition each and  subjected  to HPLC‐MS. Here,  the  integrals of  the  respective 
glycopeptide and product peptide peaks allowed quantitative monitoring of the reaction progression. 
An  example  of  a  corresponding HPLC‐MS  chromatogram  series  is  shown  in  Figure  85a with  the 
conversion  of  the  βGlcNAc‐Tyr  MUC1  peptide  P102  with  the  sequence 
TEG‐PAHGVTSAPDY(βGlcNAc)RPAPGSTA.  Here  the  shrinking  of  the  substrate  peak  indicated  the 
ongoing  consumption  of  the  glycopeptide,  while  the  growing  product  peak  indicated  product 
formation  over  time.  In  the  sample  taken  after  an  incubation  time  of  24  h  the  substrate  was 

















this  extent  a  set  of monoglycosylated MUC1  VNTR  analogs was  subjected  to  individual  enzyme 
incubation  reactions. The  substrate  candidates were  selected  to  cover  βGlcNAc‐Tyr,  ‐Ser and  ‐Thr 
analogs with  substitutions of natural  Thr  glycosylation  sites. The  application of  sequence  analogs 
enabled the deduction of substrate preferences based on specific local differences without influences 
of the remaining peptide sequence. For Ser/Thr O‐glycosylation, OGA is known to be selective for the 







































































fragment  sequence  βGlcNAc  αGlcNAc  αGalNAc 
MUC1 
VNTR 
TEG‐PAHGVTS*APDSRPAPGSTA  0 %     
TEG‐PAHGVTSAPDS*RPAPGSTA  0 %     
TEG‐PAHGVTSAPDSRPAPGS*TA  100 %     
MUC1 
VNTR 
TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  0 %     
TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  0 %     
TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  0 %     
MUC1 
VNTR 
TEG‐PAHGVY*SAPDTRPAPGSTA  97 %  0 %   
TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA  100 %  0 %  0 % 




and  unexpectedly,  also  the majority  of  tested MUC1  βGlcNAc‐Ser  and  ‐Thr  analogs  showed  no 
conversion with the exception of βGlcNAc‐Ser modification in the GSTA site. Obviously glycosylation 
with Ser or Thr on MUC1 VNTR glycosylation sites were not optimal for OGA βGlcNAc hydrolysis even 










The  OGA  experiments  with  MUC1  VNTR  model  glycopeptides  were  followed‐up  by  additional 
substrate studies of synthetic glycopeptide fragments which contained previously identified βGlcNAc 
sites  or  analogs  thereof.  To  examine  the  influence  of  divalent  glycan  presentation,  additional 
































Focusing  on  the  Ser  analogs,  we  observe  a  clear  dependence  of  glycosylation  site  and  peptide 
backbone  for OGA  activity, additional molecular modeling  is  required  to better understand  these 
results. Earlier X‐ray  crystallography  studies on OGA/p53  complexes  revealed a peptide backbone 
recognition by hydrophobic interactions between enzyme and substrate44, 389. The substrate binding 
cleft  of  the  enzyme  comprises  for  the most  part  conserved  hydrophobic  residues  like  tyrosine, 
phenylalanine or valine, which leads to π‐stacking interactions with the substrate. According to X‐ray 


















combination  with  the  enzyme  geometry.  O‐GlcNAcase  is  a  homodimer  of  two  sister monomers 
containing one catalytic domain and one stalk domain each. The catalytic domain consists of a (β/α)8‐
barrel (eight‐stranded parallel β‐sheet core surrounded by eight α‐helices), which forms a deep pocket 
for glycan binding  (Figure 88 a)44. Here, a  tight binding of  the GlcNAc  residue  is  facilitated by an 
extensive  number  of  hydrogen  bonds within  the  catalytic  core.  Further,  each  catalytic domain  is 
covered by the stalk domain of  its sister monomer, creating a substrate binding cleft (Figure 88 b). 
This  binding  cleft  comprises  for  the main  part  hydrophobic  residues  like  tyrosine,  phenylalanine, 
valine, methionine and tryptophan. It has been shown, that – among general hydrophobic interactions 
‐ π‐stacking between these residues and the glycopeptide contributes to substrate binding. Here, the 
glycosylated  Tyr  might  be  directly  involved  in  π‐stacking  interactions,  which  thus  provides 
















































amino acids  at  ‐1  and  ‐2 position with  respect  to  the glycosylation  site.  In  contrast, hydrolysis of 




glycosylation  site,  which  represents  a  further  example  of  regulatory  crosstalk  between 
phosphorylation and βGlcNAcylation. In order to complete the data obtained from the already carried 
out OGA profiling experiments, mixed glycopeptide candidates need to be synthesized. Additionally, 





























could be observed  in  the  50 nM  (49 µU)  batch.  The  fact  that  the  same  glycopeptide  showed  full 




candidates  the  following  Tyr  glycopeptides  were  included:  MUC1  VNTR  P103 
(TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSY*A) and P125 (TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGS*TA) as well as Atp5b 407‐422 
(mouse)  P78  (TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR).  P103  represented  a  substrate  candidate with  a  polar 
amino acid at ‐1, it also allowed direct comparison with the preceding hOGA incubations. In contrast, 









conversion by using bacterial OGA,  just  like P103.    In  contrast,  the MUC1 VNTR  Ser  analog P125 
















(OGT)  represents  its  counterpart  by  facilitating  the  glycosylation  of  these  amino  acids  under 
consumption of  a uridine diphosphate N‐acetylglucosamine  (UDP‐GlcNAc). Although  a number of 
glycoproteomic studies392‐394 were performed trying to  identify OGT substrates, no clear consensus 
motif has been identified. In 2015 Pathak and van Aalten measured the hOGT activity against a library 
of  720  peptides  derived  from  the  human  proteome  of which  only  70 were  glycosylated  by  the 
enzyme372.  They  identified  a  sequence  for  hOGT  recognition:  [TS][PT][VT]S/T*[RLV][ASY], with  an 
amino acid probability cutoff of 0.5. From additional X‐ray structural analyses of enzyme/substrate 
complexes  they  concluded,  that  the  peptide  substrates  are  bound  in  a  common  binding mode, 
constituting of a mixture of van der Waals interactions in the ‐3 to ‐1 subsites and hydrogen bonding 
with the substrate backbone  in the +1 and +2 subsites. For the Ser and Thr  in the 0 position, they 






interested  to explore  if OGT was capable  to perform glycosylation on Tyr  residues as well. To  this 
extent unglycosylated peptide substrate candidates were incubated with hOGT and in the presence 





P65  (TEG‐IMDPNIVGSEHYDVAR)  as  well  as  AspAT  91‐107  from  human  and  mouse  P40  (TEG‐
NLDKEYLPIGGLAEFCK)  were  incubated.  All  three  sequences  exhibit  one  Tyr,  P65  contained  one 
additional Ser, which might serve as competing glycosylation site. The reaction conditions were set up 






Surprisingly,  neither  the  Atp5b  peptides  P75  and  P65  nor  the  AspAT  sequence  P40  showed  any 
conversion.    The  obtained  results may have  two  possible  explanations:  Either  the  enzyme  is  not 



































peptides P115  and P118 were  glycosylated by hOGA.  Instead,  the  analyzed  fractions of  all other 
samples contained either m/z values of the unmodified substrate candidates or of peptide fragments, 
which corresponds to a high protease activity during the incubations, probably due to endopeptidase 












The  Mucin  type  O‐glycans  at  the  cell‐surface  are  typically  involved  in  cell‐cell  and  cell‐matrix 




glycan  diversity.  In  contrast,  the  β‐GlcNAc modification  is  commonly  found  as  a monosaccharide 
modification and  is  localized  in an  intracellular environment. O‐GlcNAcylation  is  introduced by  the 
single enzyme O‐GlcNAc transferase (OGT) and removed by its counterpart O‐GlcNAcase (OGA), which 
both are ubiquitously expressed  and distributed  in  an  intracellular environment  throughout most 
mammalian  tissues.  β‐GlcNAc  is  a  nutrient  responsive  modification  and  is  involved  in  cellular 







neurons  leads  to  reduced  GlcNAcylation  of  central  proteins.  In  consequence,  this may  result  in 













The MUC1  glycoprotein has been  found  to play  an  important  role  in  the  adhesion of pathogens, 
immune cells as well as tumor cells (metastasis). Chronic airway diseases like COPD, cystic fibrosis or 
asthma  are  characterized  by  changes  in  mucin  O‐glycosylation  including  changes  in  sialylation, 
fucosylation  and  sulfation  and  bacterial  and  virus  infections  induce  a  permanent  mucin 
hypersecretion, triggering exacerbations. The most prominent pathogens involved in airway disease‐
related  infections  are  Pseudomonas  aeruginosa  (cystic  fibrosis),  Haemophilus  influenzae  (COPD) 







tumor‐specific  glycopeptide  epitopes  consisting of  highly  sialylated  short  saccharides. Due  to  the 
involvement  of mucins  in  cell‐cell,  cell‐matrix  interactions,  cell‐recognition  and  signaling  events, 
tumor‐specific changes in O‐glycosylation contribute to tumor proliferation, growth and metastasis. 
The  formation  of  unique  short  saccharides  and  the  exposure  of  the  normally  covered  peptide 
backbone on tumor cells make these tandem repeat structures on mucins promising as targets  for 
cancer  immunotherapy. Another protein  involved  in  tumor progression  is  the  β‐galactose‐specific 

















mucin  tandem  repeat  peptide  backbones.  An  efficient  strategy  for  the  synthesis  of  mucin 
glycopeptides was  developed, which  included  the  preparation  of  glycosylated  and  appropriately 






The  strategy  involved  the  synthesis of  the GalNAc‐Thr  intermediate  (TN‐antigen) 12  as a  common 
acceptor. Elongation of the TN‐antigen acceptor with the galactosyl bromide donor 5 and selective 
protecting group manipulations gave the core 1 disaccharide (T‐antigen) acceptor 31. The T‐ and TN‐
acceptor  building  blocks  were  further  elongated  with  type‐1  (Galβ1,3GlcNAc)  and  type‐2 
(Galβ1,4GlcNAc) N‐acetyllactosamine  thioglycoside donors 24 and 29. These  LacNAc disaccharides 
were assembled using the trichloroacetimidate method and should elongate the mucin core O‐glycans 
with  naturally  occurring  alternating  β‐galactose  and  β‐N‐acetylglucosamine  saccharides  (LacNAc 







After  stereoselective  glycosylation  of  the  TN‐antigen  acceptor  12  with  galactosyl  donor  5  and 
deprotection of  the GalNAc  6‐  and  4‐position of  the  generated  T‐antigen  disaccharide  31,  the  6‐
position was  elongated with  either  type‐1  LacNAc disaccharide  24  to  generate  the  type‐1  core 2 








In  the  frame  of  core  4  synthesis,  linear  LacNAc  elongation  of  TN‐antigen  12  afforded  core  3 
trisaccharides 42, 47 and 48.  Despite the β‐directing N‐Troc group, the glycosylation with the type‐1 
























nonadecameric  glycopeptides  were  based  on  the  MUC1  tandem‐repeat  sequence  and  were 
synthesized systematically as mono‐, di‐ and trivalent analogs using the type‐1 and type‐2 elongated 
core 2 and core 4 glycan amino acids (Figure 93). MUC1 glycopeptides were also prepared carrying 
the deuterated  α‐GalNAc‐D3‐Thr  and normal  α‐GalNAc‐Thr  (TN‐antigen) modifications.  In order  to 









Parts  of  the  prepared  glycopeptides were  incorporated  into  a  large  glycopeptide  library  and  the 
peptides were further modified by enzymatic sialylation, fucosylation or polyLacNAc extension. The 
glycopeptides were  immobilized on microarray  slides  for applications  in  lectin binding  studies  for 
instance of the  lectins  from COPD‐related adenoviruses: Fiber‐knob protein AD37  from adenovirus 
type 37 and the short fiber‐knob protein AD52 from adenovirus type 52. Both lectins have been found 
to bind α2,3‐sialylated O‐glycan structures, but elucidation of the role of mucin‐type O‐glycosylation 
in  these  interactions are not explored. However, by  the use of  the AD37  ligand GD1a as positive 
control, we could conclude  that  the detection with a secondary penta‐His antibody or by Ni‐NTA‐
labeled  fluorophores were not efficient  to detect  lectin binding and optimization of  the detection 
conditions are still needed. 
Parts of the glycopeptide library were also used in studies of human galectin‐3 binding to elucidate 
recognition  to  tumor‐associated glycans and elongated core  structures.  It was concluded  that  the 













from the obtained  immunological memory.  In  the three vaccines elucidated,  the TN‐antigen MUC1 
tandem repeat glycopeptides were connected to different immune stimulants; 1) a P30 T‐cell epitope 
(peptide  sequence  from  the  tetanus  toxoid  protein),  2)  the  P30  T‐cell  epitope  and  a  Pam3CSK4 
lipopeptide adjuvant and 3) to the tetanus toxoid  immune carrier protein. Antibody titers obtained 
after induction with the different MUC1 vaccine constructs were determined with ELISA. Further, the 
antisera were  incubated  on microarrays, which  contained  a  library  of  over  100  different MUC1 
glycopeptides  presented  with  different  glycans  and  glycan  density.  Evaluation  of  the  ELISA  and 
microarray results revealed a strong  influence of the utilized vaccine conjugate components on the 







the  clustered  TN‐antigen  glycosylation  in  the  GS*T*A  region  or  recognized  epitopes  containing 


























݉ ݖ	138⁄ ൅ ݉ ݖ	168⁄
݉ ݖ	126⁄ ൅ ݉ ݖ	144⁄  
Ratio were  fond of 0.2 ≤ GlcNAc/GalNAc ≤ 1  for GalNAc and between 2 ≤ GlcNAc/GalNAc ≤ 50  for 
GlcNAc. 
Also  type‐1  and  type‐2  core  3  structures  were  discriminated  with  the  use  of  oxonium  ion 
fragmentation. Thereby the resulted fragmentation patterns were dependent on the type‐1 and type‐




evaluation  of  glycopeptide/lectin  or  glycopeptide/antibody  interactions.  The  system  will  enable 
insights into specificities of known bacterial and virus virulence factors, which are related to infection 
and  inflammation  in  the  course  of  airway  diseases.  The  gained  knowledge  may  help  in  the 
development of potent inhibitors of antiadhesive drugs. Further, glycopeptides from this library were 
used  to  elucidate  the  fine‐specificities  of  tumor‐related  galectin‐3  and  antibodies  induced  from 




prepared  in  this work  enabled  elucidation of HCD‐induced oxonium  ion  fragmentation,  providing 









the  discovered  glycans  were  of  mucin  type  mono‐,  di‐  and  trisialylated  core  1  O‐glycans 
(Galβ1,3GalNAc).  In  another  glycoproteomic  study  a  number  of  HexNAc‐Tyr  modifications  were 
identified using colo205 SimpleCells: Nucleobindin‐1 (NucB1), Nucleobindin‐2 (NucB2), CD44 antigen, 
extracellular  matrix  protein  1  (Ecm1)  and  proline‐rich  acidic  protein  1  (Prap1).  In  this  work  the 
glycopeptides were enriched using lectin weak affinity enrichment with the lectin Vicia villosa agglutinin 




Tyr  modifications  on  mitochondrial  proteins:  ATP  synthase  subunit  β  (Atp5b),  aspartate 
aminotransferase  (mAspAT)  and  voltage‐dependent  anion‐selective  channel  protein  (Vdac1).  The 




sites would  suggest  that  the  found HexNAc‐Tyr modifications  are  consisting  of  β‐GlcNAcylation.  In 
another work, PaTox, a toxin from Photorhabdus asymbiotica and the toxin antifeeding prophage 18 
(Afp18) from Yersinia ruckeri were found to influence activity of small GTPases (Cdc42, Rac1, RhoA) by 







modification  exist.  β‐GlcNAc  identification  is more  challenging  due  to  its  relatively  high  turnover 
compared to α‐GalNAc glycosylation. In addition, some lectins which are used for β‐GlcNAc enrichment 
show cross reactivity  towards α‐GalNAc, which  in consequence might  lead  to  false assignment. The 
biological roles of α‐GalNAc vs β‐GlcNAc O‐glycosylation on Ser/Thr residues differs dramatically, thus 










it was  therefore  interesting  to elucidate  if  this as expected also applies  for Tyr modified peptides. 
Further, it was aimed to elucidate if the enzymes O‐GlcNAc transferase (OGT) and O‐GlcNAc hydrolase 




generate  the  different  HexNAc‐O‐Tyr  isomers,  a  common  Fmoc‐protected  L‐Tyr  acceptor  62  was 
coupled with the corresponding GalNAc or GlcNAc glycosyl donors. Analog to the TN‐antigen synthesis 
(described  in  project  1),  the  α‐GalNAc‐Tyr  amino  acid  64  was  prepared  by  using  the 




































































Incorporation of  the glycosylated amino acids via Fmoc‐SPPS and  synthesis of  the  full glycopeptide 
constructs were done according to the strategy described for project 1. In total a library of 80 peptides 
were synthesized. A full list is given on p. 95, Table 2 and contained glycopeptides such as MUC1 model 
peptides  and  tryptic  segments  of  biologically  relevant  glycopeptides  with  known  Ser/Thr/Tyr  O‐
glycosylation sites. To enable comparison of HexNAc glycosylations at the same site (α‐GalNAc vs α‐
GlcNAc  vs  β‐GlcNAc)  or  presentation  of  identical  HexNAc  isomers  on  different  glycosylation  sites, 
additional analogs were prepared, mainly based on tryptic glycopeptide fragments previously identified 





In  standard  glycoproteomic  and  glycomic  workflows,  standard  lectins  are  used  for  glycopeptide 
enrichment, as for instance: Wheat Germ Agglutinin (WGA), which has been reported to bind terminal 




modification  are  still  unexplored.  Further,  lectin  binding  recognition  dependence  on  glycan 











preferences  to HexNAc‐Tyr glycopeptides. Further, binding  to  the  less  flexible Tyr  side  chain might 









In a  follow‐up assay  the GlcNAc‐binding  lectins WGA  and GSL  II were  incubated with  an extended 
GlcNAc library MA2. In this library the selection of presented glycosylated amino acids was extended by 
HexNAc‐Ser, which was found to be recognized in a similar manner as the above described HexNAc‐Thr 




presentation  an  enhancing  or  diminishing  effect  was  observed,  depending  on  the  glycopeptide 
sequence. This might be a result of different glycan orientations in the lectin binding pocket paired with 
different  rotational  freedom of Tyr vs Thr and Ser.  In contrast, glycopeptides with  longer distances 
between  the glycosylated amino acids showed a generally enhanced  recognition compared  to  their 
monovalent analogs.  
In order  to determine apparent KD‐values  for each  lectin/glycopeptide combination,  the  library has 
been incubated with a series of WGA concentrations. The results support the above described findings, 









of HexNAc structural epimers on Ser and Thr.  If  this methodology  is also applicable on HexNAc‐Tyr 
structures, it could enable the ultimate identification of β‐GlcNAc‐Tyr as a new PTM, which is expected 
to be present on mitochondrial glycoproteins  like AspAT, Atp5b and Vdac1. Different glycoforms of 




be  identified,  suggesting  full  applicability  of  the methodology  on HexNAc‐Tyr  glycosylated  peptide 
fragments.  Fragmentation  experiments  over  a  stepped NCE  (Normalized Collision  Energy)  gradient 





No  significant  differences  in  ion  profiles were  observed when  comparing  α‐  vs  β‐HexNAc  anomer 
decomposition  and  the methodology  is  thereby  limited  to  the discrimination of GlcNAc  vs GalNAc 
without further information on the anomeric configuration of the glycan. However, this work enables 
the  integration of HexNAc‐Tyr as potential modification  into  large‐scale glycoproteomic  studies  via 
mass spectrometric analysis and computational discrimination of GalNAc‐Tyr vs GlcNAc‐Tyr. 
 
Figure  97:  HexNAc‐characteristic  oxonium  ion  progressions  exemplified  on  MUC1  glycopeptides.  Calculation  of  the 
corresponding GlcNAc/GalNAc ratio allows computational discrimination of GlcNAc vs GalNAc. 
The GlcNAc modification  is  introduced and removed by a set of two enzymes: O‐GlcNAc transferase 





obtain  information  on  the  catalytic  efficiency  and  fine‐specificity  of  OGA  towards  GlcNAc‐Tyr,  a 
selection of synthetic glycopeptides was applied in OGA experiments. The tested substrates included 
sequences with previously identified β‐GlcNAc sites, corresponding Ser, Thr and Tyr analogs as well as 
divalent  analogs  and  mixed  glyco‐/phosphopeptides.  In  addition,  possible  OGA  discrimination  of 
structural HexNAc epimers was elucidated by  including model peptide constructs with  αGalNAc, α‐
GlcNAc  and  β‐GlcNAc  residues.  All  glycopeptides  were  incubated  with  OGA  from  Streptococcus 
pyogenes and substrate conversion was followed with time via HPLC‐MS. 
In general, β‐GlcNAc‐Tyr was found to be a very good substrate for OGA and α‐GalNAc and α‐GlcNAc‐ 
Tyr  peptides  were  not  hydrolyzed.  The  data  further  suggested  a  strong  correlation  between 
glycosylated amino acid and conversion: Recognition of β‐GlcNAc‐Ser/Thr is dependent on the polarity 
of  the  downstream  amino  acids  (‐1  and  ‐2  with  respect  to  the  glycosylation  site).  In  contrast, 
deglycosylation of Tyr commences completely  independent of  the surrounding backbone sequence. 
This effect might be explained by  the  constitution of  the deep OGA  substrate binding  cleft, which 

















































the corresponding distance  in Ser and Thr making GlcNAc‐Tyr glycopeptides  less dependent on  the 








enable  interactions  between  stalk  domain  and  substrate  peptide  backbone. As  a  result  the OGA  specificity  towards  Ser 
glycopeptides is dependent on the amino acid environment surrounding the substrate glycosylation site. Considerations for 
Thr are equivalent to Ser. 






















Enzymatic  glycosylation  of  known  GlcNAc  sites  (Tyr  and  Ser)  by  incubation with  hOGT  were  not 
successful. Instead, m/z values of unglycosylated peptides and several shorter unglycosylated peptide 
fragments were detected, which  suggested  that  the enzyme prep. might contain possible protease 
activity.  In  future  experiments  protease  inhibitors will  be  included  to  the  reaction mix.  However, 
incubations of  the  recombinant enzyme with known and very  reactive model  substrates  led  to  full 
conversion after 24 h, proving the functionality of the enzyme itself.  
In conclusion, a versatile glycopeptide library was generated comprising peptide sequences with known 




GSL  II  lectins. The GalNAc‐specific  lectin VVA recognized glycopeptides equally well  independent on 
presentation on Tyr vs Ser/Thr. Further, an oxonium  ion‐based mass‐spectrometric methodology for 
HexNAc‐isomer  identification was verified  to be applicable also  for glycosylation on Tyr. Finally,  the 
enzymes OGA and OGT responsible for β‐GlcNAc biosynthesis were evaluated towards their substrate 
specificity  towards Tyr glycosylation. β‐GlcNAc‐Tyr was  found  to be an excellent substrate  for OGA, 
however Tyr glycosylation by OGT could not be verified. This work has resulted in new insights regarding 
binding  recognition  to HexNac‐Tyr  glycopeptides, which may  be  of  importance  for  future work  to 
understand  biological  functions  of  these  modifications.  The  conclusions  made  regarding  lectin 
























































to  warm  up  to  room  temperature.  Afterwards  the  pH  was  adjusted  to  2  using  concentrated 
hydrochloric  acid  and  the  acetone was  removed  in  a  rotary  evaporator.  The  remaining  aqueous 
solution was extracted three times with dichloromethane (300 mL each) before washing the combined 













































and once with brine before drying over sodium  sulfate. After  removal of  the solvent  in vacuo  the 



































mmol,  1.0  eq.) was dissolved  in dry  acetonitrile  (250 mL)  and  added  to  the  former  solution.  The 
































room  temperature.  Meanwhile  silver(I)  perchlorate  (6.2 g,  27.5 mmol,  0.3  eq.)  was  dried  by 
codistillation with dry  toluene  three  times, while never  removing  the  solvent completely  to avoid 
explosive decomposition. Afterwards  the  slurry was  cooled on  ice  and  silver(I)  carbonate  (37.9 g, 
137.4 mmol, 1.5 eq.) was added. Next a solution of the previously dried silver(I) perchlorate in toluene 





































A  solution of  compound 10  (13.2 g, 18.2 mmol)  in dry methanol  (28 mL) was adjusted  to pH 8 by 
adding a solution of sodium methoxide in methanol (1 %, w:w) and stirred for twelve days at room 

































































































To  a  suspension  of  potassium  carbonate  (66.3  g,  480.0 mmol,  2.00  eq.)  and  copper(II)  sulfate 





































After  a  solution  of  thiophenol  (23.4 mL,  212.3 mmol,  1.1  eq.)  and  potassium  hydroxide  (11.9  g 
212.3 mmol, 1.1 eq.)  in ethanol  (390 mL) was prepared, a solution of compound 19  (67.5 g, 193.0 
mmol, 1.0 eq.) in chloroform (390 mL) was added to the former dropwise. After stirring for 3 h at room 
temperature,  the  solution  was  diluted  with  dichlormethane,  extracted  twice  with  sat.  sodium 
bicarbonate and the organic layer was dried over sodium sulfate. The solvent was removed in vacuo 
and the residue was dissolved in a suspension of sodium methoxide in methanol (390 mL, 0.225 M, 















































room  temperature.  The  pH was  neutralized with  trimethylamine  before washing  twice with  sat. 
sodium bicarbonate solution and once with brine. The solution was dried over sodium sulfate and the 



















A solution of compound 22  (29.7 g, 41.5 mmol, 1.0 eq.)  in dioxane/acetic acid  (10:1, 340 mL) was 
cooled  on  ice  before  adding  zinc  dust  (16.3 g,  249.2 mmol,  6.0  eq.).  The  suspension was  stirred 
overnight, while allowing to temperate to room temperature. Afterwards additional zinc dust (5.0 g) 
was added and stirring was continued until TLC showed full conversion (Rf = 0 with Tol/EtOAc 3:1). The 
zinc was  filtered  off  over  celite  on  filter  paper, which was washed with  ethyl  acetate  (500 mL) 
afterwards. The filtrate was diluted with additional ethyl acetate (500 mL) and washed twice with sat. 
sodium bicarbonate solution and once with brine. After drying over sodium sulfate the solvent was 
























































To a  solution of D‐glucosamine hydrochloride  (30.0 g, 139.1 mmol, 1.0 eq.)  in water/dioxane  (2:1, 
300 mL), sodium bicarbonate (32.4 g, 385.1 mmol, 2.8 eq.) was added slowly. Then the solution was 



































First dry methanol  (440 mL) was cooled on  ice, acetyl chloride  (44.4 mL) was added dropwise and 
stirring was continued  for 15 min. Then a solution of compound 26  (42.7 g, 74.5 mmol, 1.0 eq.)  in 
dichloromethane  (110 mL)  was  added  dropwise.  The  solution  was  stirred  overnight  at  room 






was  diluted  with  ethyl  acetate  (500 mL)  and  washed  twice  with  water,  twice  with  sat.  sodium 
bicarbonate solution and once with brine before drying over sodium sulfate. After evaporation of the 

















A  slurry  of  galactopyranosyl  trichloroacetimidate  15  (10.0 g,  20.3 mmol,  1.2  eq.),  glucopyranosyl 
thioglycoside  27  (9.5 g,  16.9 mmol,  1.0  eq.)  and molecular  sieve  (9.7 g,  4 Å)  in  dichloromethane 
(240 mL) was stirred for 1 h and thereby cooled to ‐50° C. Then trifluoromethanesulfonic acid (920 µL, 














































Meanwhile  dry mercury(II)  cyanide  (1.1 g,  4.2 mmol,  3.0  eq.) was  codistilled  five  times with  dry 
toluene. Afterwards the mercury(II) cyanide was added to the slurry and the resulting mixture was 
stirred  additional  20 min.  Next,  galactosyl  bromide  8  (1.7 g,  4.2  eq.)  was  dissolved  in  dry 
dichloromethane (5 mL) and added dropwise to the reaction mixture. While stirring was continued, 






















130.8  (Carom(PMP)),  128.9, 128.2,  127.7,  127.7,  127.5,  127.1,  127.0  (C‐2‐; C‐3‐; C‐6‐; C‐7‐Fmoc; 3x 
Carom(PMP)), 125.2, 125.1 (C‐1‐; C‐8‐Fmoc), 120.2, 120.2 (C‐4‐; C‐5‐Fmoc), 113.4 (2x Carom(PMP)), 101.4 
(C‐1’), 99.9 (C‐H(PMP)), 99.1 (C‐1), 81.4 (Cq(tBu)), 75.3 (C‐5), 75.0 (C‐3), 73.5 (Tβ), 70.4 (C‐3’), 69.9 (C‐





































25 min.  Afterwards  first  N‐iodosuccinimide  (713 mg,  3.17 mmol,  1.2 eq.) was  added  followed  by 
















































days  at  room  temperature  before  removal  of  the  solvent.  The  residue  was  purified  by  column 
chromatography on silica (Tol/EtOAc 1:1  0:1) to give compound 33 (2.61 g, 1.61 mmol, 69 %).  





























































































































170.03,  169.73,  169.10  (10  C=O(Ac);  1  C=O(COOtBu)),  156.54  (C=O(Fmoc)),  154.40  (C=O(Troc)), 
143.82, 143.82 (C‐1a‐, C‐8a‐Fmoc), 141.46, 141.46 (C‐4a‐, C‐5a‐Fmoc), 127.97, 127.97 (C‐3‐; C‐6‐Fmoc), 
127.26,  127.26  (C‐2‐Fmoc; C‐7‐Fmoc), 125.06,  125.06  (C‐1‐; C‐8‐Fmoc),  120.21,  120.21  (C‐4‐; C‐5‐
Fmoc), 101.76 (C‐1’), 101.09 (C‐1’’), 100.41 (C‐1; C‐1’’’), 95.68 (CCl3(Troc)), 83.46 (Cq(OtBu)), 77.84 (C‐
3), 76.10  (Tβ) 75.60  (C‐4’’), 74.54  (Troc‐CH2), 74.17  (C‐5’’’), 72.70  (C‐3’’), 71.22, 71.14  (C‐3’, C‐3’’’), 
70.82, 70.76, 70.63 (C‐5; C‐5’; C‐5’’), 69.76 (C‐4), 69.29 (C‐2’’’), 68.94 (C‐6), 68.83 (C‐2’), 67.06, 66.99, 
66.91, 66.88 (C‐4’; C‐4’’’, CH2(Fmoc)), 61.20, 61.12, 60.98 (C‐6’; C‐6’’; C‐6’’’), 59.11 (Tα), 56.09 (C‐2’’), 












solution  was  codistilled  three  times  with  toluene  and  the  residue  was  purified  by  column 
chromatography on silica (Tol/EtOAc 1:4) to give compound 37 (1.09 g, 634 µmol, 95 %).  








































1.0  eq.)  in  acetic  acid  (8.1 mL)  and  the  reaction was  stirred  at  room  temperature overnight.  For 
completion of the reaction additional zinc dust (616 mg, 9.42 mmol, 20.0 eq.) was added and stirring 
was continued for 8 h. Then the slurry was filtrated over celite, washed with acetic acid and the filtrate 



































6 mL) and anisole  (585 µL, 5.38 mmol, 14.5 eq.) was  stirred at  room  temperature  for 1.5 h. After 
codistillation  with  toluene  the  residue  was  purified  by  column  chromatography  on  silica 
(EtOAc/MeOH/AcOH/H2O 60:3:3:2) to give of the extended core 2 type‐2 glycosylated amino acid 39 
(457 mg, 0.30 mmol, 80 %).  



















127.12, 127.12  (C‐2‐; C‐7‐Fmoc), 125.17, 125.12  (C‐1‐; C‐8‐Fmoc), 120.17, 120.17  (C‐4‐; C‐5‐Fmoc), 
100.46 (C‐1’’), 99.95, 99.77 (C‐1’; C‐1’’’), 98.19 (C‐1), 76.62 (C‐4’’), 75.77 (Tβ), 74.97 (C‐3), 73.38 (C‐3’’), 













for  25 min  at  room  temperature  under  argon.  Afterwards  the  solution  was  cooled  on  ice  and 
N‐iodosuccinimide  (724  mg,  3.22  mmol,  1.3  eq.)  was  added.  Next,  a  solution  of 


























(C=O(Troc)α,β),  143.9,  143.7,  143.7,  143.7  (C‐1a‐;  C‐8a‐Fmocα,β),  140.8,  140.8,  140.8  (C‐4a‐;  C‐5a‐
Fmocα,β), 130.8, 130.7 (C‐4‐PMPα,β), 127.7, 127.7, 127.7, 127.6, 127.5, 127.1 (C‐2‐; C‐7‐Fmocα,β; C‐2‐; 
C‐6‐PMPα,β),  125.2,  125.2,  125.2,  125.2,  124.9  (C‐3‐; C‐6‐Fmocα,β; C‐1‐; C‐8‐Fmocα,β),  120.2,  120.2, 
120.1 (C‐4‐; C‐5‐Fmocα,β), 113.4, 113.4 (C‐3‐; C‐5‐PMPα,β), 102.0 (C‐1’β), 100.1 (C‐H‐PMPβ), 100.0 (C‐




















1.0  eq.,  α/β = 2:3)  in  tetrahydrofuran  (33  mL)  at  0° C.  Stirring  was  continued  overnight,  while 
temperature was allowed  to raise to  room temperature. Afterwards  the solution was diluted with 
ethyl acetate  (200 mL) and washed  twice with  sat.  sodium bicarbonate and once with brine. The 
organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated in vacuo. The residue was taken up in 
acetic  anhydride/pyridine  (1:2,  60  mL)  and  stirred  overnight  at  room  temperature.  After  full 
conversion,  the  solvent was  removed  by  codistillation with  toluene.  The  residue was  purified  by 
column chromatography on silica (Tol/EA 1:1  1:2) to give the α‐anomer (1.13 g, 766 µmol, 36 %) 
and the β‐anomer 41 (1.28 g, 869 µmol, 41 %) as colorless solids.  












































13C‐NMR  (150.9 MHz, DMSO),  δ  (ppm):  170.1,  169.9,  169.9,  169.4,  169.3,  169.3,  169.1,  168.9  (7 

















A  slurry  of  TN‐antigen  acceptor  12  (4.15 g,  5.77 mmol,  1.0  eq.),  LacNAc  type‐2  donor  29  (7.54 g, 
8.08 mmol, 1.4 eq.) and molecular sieve (5.85 g, 4 Å) in dichloromethane (120 mL) was stirred for 25 
min  on  ice.  Afterwards  N‐iodosuccinimide  (3.90 g,  17.32 mmol,  3.0  eq.) was  added  followed  by 
dropwise addition of trifluoromethanesulfonic acid  (150 µL, 1.73 mmol, 0.3 eq.)  in diethyl ether  (8 





















































































Meanwhile,  tetrabutylammonium  fluoride  trihydrate  (6.94 g, 22.0 mmol, 10.0 eq.)  and acetic acid 












































the  system  to  reach  room  temperature overnight. Afterwards  the  solution was diluted with ethyl 



































A solution of compound 45  (2.50 g, 1.7 mmol)  in 80 % acetic acid  (100 mL) was stirred  for 2.5 h at 
50° C. Afterwards the solvent was removed by codistillation with toluene and the residue was purified 
by column chromatography on silica (EtOAc) to give compound 47 (1.84 g, 1.36 mmol, 80 %).  
Rf  =  0.26  (EtOAc/MeOH  20:1).  [α]D20  =  +32.25  (c  =  0.92,  CHCl3). HR‐ESI‐MS  (pos), m/z:  694.6603 














13C‐NMR  (150.9 MHz,  DMSO),  δ  (ppm):  170.3,  169.9,  169.5,  169.3,  169.1,  169.0  (7  C=O(Ac);  1 
C=O(COOtBu)), 156.7  (C=O(Fmoc)), 154.0  (C=O(Troc)), 143.8, 143.7  (C‐1a‐; C‐8a‐Fmoc), 140.8, 140.8 
(C‐4a‐ ; C‐5a‐Fmoc), 127.7, 127.7  (C‐3‐; C‐6‐Fmoc), 127.1  (C‐2‐; C‐7‐Fmoc), 125.2, 125.1  (C‐1‐; C‐8‐











A solution of compound 46  (3.23 g, 2.05 mmol)  in 80 % acetic acid  (32 mL) was stirred  for 2.5 h at 
50° C. Afterwards the solvent was removed by codistillation with toluene and the residue was purified 




















(C‐2‐;  C‐3‐;  C‐6‐;  C‐7‐Fmoc;  C‐2‐6‐SPh),  126.16  (C‐1‐;  C‐8‐Fmoc),  121.19,  121.16  (C‐4‐;  C‐5‐Fmoc), 



































































































anhydride/pyridine  (1:2,  16 mL). After  addition of  4‐dimethylaminopryidine  (10 mg),  the  resulting 














































up  in  acetic  anhydride/pyridine  (1:2,  4.5 mL)  and  the  resulting  solution  was  stirred  for  16 h  at  room 
temperature. After removal of the solvent by codistillation with toluene, the residue was purified by column 
chromatography on silica to give compound 51 (332 mg, 177 µmol, 85 %).  








































































sodium  bicarbonate,  twice with  1 M  sodium  thiosulfate,  once with  Brine  and  dried  over  sodium 
sulfate.  The  solvent was  removed  in  vacuo  and  the  crude material was  purified  by  silica  column 
chromatography (Tol/EtOAc 1:2  1:5) to give compound 53 (2.05 g, 0.94 mmol, 66 %).  




















153.96  (2 C=O(Troc)), 143.74, 143.71  (C‐1a‐; C‐8a‐Fmoc), 140.83, 140.80  (C‐4a‐; C‐5a‐Fmoc), 127.68, 









































































stirred  overnight  at  room  temperature.  The  reaction mix was  concentrated  and  the  residue was 























































































for  24h.  Then  the  solvent was  removed  in  vacuo  and  the  residue was  purified  by  silica  column 





































172.09,  172.09,  172.07,  172.07,  171.82,  171.56,  171.56,  171.25,  171.22,  171.11  (16  C=O(Ac);  1 

































172.10,  172.08,  172.08,  172.02,  171.83,  171.56,  171.56,  171.56,  171.27,  171.23  (16  C=O(Ac);  1 




















(370 mg, 540 µmol, 1.0 eq.) was dissolved  in dioxane  (2.5 mL) before adding a  solution of sodium 
bicarbonate  (136 mg, 1.6 mmol, 3.0 eq.)  in water  (1.2 mL) was added. Finally, Ac‐D3‐OSu  (130 mg, 
810 µmol, 1.5 eq.) was added and the solution was stirred at room temperature for further 16 h. After 












C=O(COOtBu)),  156.87  (C=O(Fmoc)),  143.71  (C1a‐;  C‐8a‐Fmoc),  140.81,  140.77  (C‐4a‐;  C‐5a‐Fmoc), 



















































































































To  a  solution  of  compound  63  (970  mg,  1.26  mmol,  1.00  eq.)  in  dry  tetrahydrofuran  (5  mL), 
phenylsilane (317 µL, 2.57 mmol, 2.05 eq.) was added. Then tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) 
(73 µg, 0.06 mmol, 0.05 eq.) was added and the reaction was stirred. After 30 min  full conversion 



























added  and  the  solution was  stirred  overnight  at  room  temperature.  Afterwards  the  solvent was 














































ma,b), 127.9,  127.9  (C‐3‐; C‐6‐Fmoc),  127.1,  127.1  (C‐2‐; C‐7‐Fmoc), 125.2,  125.1  (C‐1‐; C‐8‐Fmoc), 
120.1, 120.1 (C‐4‐; C‐5‐Fmoc), 116.4, 116.4 (Tyr‐oa,b), 95.5 (C‐1), 71.1 (C‐4), 68.5 (C‐5), 68.0 (C‐3), 67.0 






After dissolving  acetate 25  (15.0 g, 28.7 mmol,  1.0  eq.)  in dry  tetrahydrofuran  (75 mL), hydrazine 
acetate  (3.4 g, 37.3 mmol, 1.3 eq.) was added. The  reaction  flask was equipped with a cooler and 














ice.  Afterwards,  first  trichloroacetonitrile  (2.4 mL,  24.1 mmol,  1.3  eq.)  and  then  DBU  (550 µl, 
3.7 mmol, 0.2 eq.) were added  in that order. After stirring for 75 min TLC  indicated full conversion. 
















at  room  temperature  under  argon.  Afterwards  an  ice  bath  was  installed  and  TMSOTf  (245 µL, 
2.0 mmol, 0.2 eq.) were added dropwise. Stirring was continued overnight, while the temperature was 



























After  dissolving  compound  72  (2.01  g,  2.2  mmol,  1.0  eq.)  in  a  solution  of  dry  acetic 
acid/tetrahydrofuran (1:1, 40.0 mL), zinc dust (2.90 g, 44.4 mmol, 20.0 eq.) were added while stirring. 
A  reflux  condenser was  installed,  the  system was  flushed with  argon  and  the  slurry was  stirred 
overnight  at  50°  C.  Afterwards  the  zinc was  filtered  off  over  a  POR3‐filter  and  the  filtrate was 
concentrated  in  vacuo.  The  residue was  dissolved  in  acetic  anhydride/pyridine  (1:2,  20.0 mL),  4‐





























temperature,  before  the  solvent  was  removed  in  vacuo.  The  residue  was  purified  by  column 
chromatography on silica  (EtOAc/MeOH 10:1  1:1) and subsequent C18‐cartridge  (MeCN  in H2O, 
40%  60%) to give the carboxylic acid 74 as a colorless solid (404 mg, 551 µmol, 81 %).  



























































































to 9‐10 using portions of  1 %  sodium methanolate  in methanol. Glycopeptides  containing  core  2 
glycans  or HexNAc‐Tyr were  dissolved  in methanol  (4.5 mL)  and water  (3.9 mL), which was  then 
adjusted to pH 10‐11 by stepwise addition of aqueous sodium hydroxide (200 mM). The system was 




































































in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 17.23 min  (A/B,  (95/5)   (55/45)  in 40 min at 20 





in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 22.25 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  














in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 20.10 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  






























in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 26.43 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 24.97 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 19.79 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  














in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 14.16 min  (A/B,  (95/5)   (55/45)  in 40 min at 20 





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 15.53 min  (A/B,  (95/5)   (55/45)  in 40 min at 20 











in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 15.84 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  



















in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 28.13 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 14.47 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 19.86 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 24.97 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  







in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 26.45 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 27.56 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 23.52 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  
(75/25)  in  45 min  at  20 mL/min);  HR‐ESI‐MS  (pos), m/z:  1199.5175  ([M+4H]4+,  calc.:  1199.5146), 






Arg(Pbf)‐Trt  resin  (loading  capacity:  0.16 mmol/g); Aspartate:  TentaGel R   Moc‐Asp(tBu)‐Trt  resin 

















in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 19.45 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 21.63 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 16.51 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 19.90 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  
(55/45) in 35 min at 20 mL/min); Preparative HPLC Rf = 16.51 min (A/B, (95/5) 5 min isocratic; (95/5) 
  (55/45)  in  35 min  at  20 mL/min); HR‐ESI‐MS  (pos), m/z:  560.4962  ([M+4H]4+,  calc.:  560.4966), 







































in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 27.63 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  

















































in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 32.57 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 31.40 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  













in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 30.54 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 28.21 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  








































































































































in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 27.34 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  













in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 26.25 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 22.47 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 25.24 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 23.57 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  







in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 25.81 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 23.10 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 23.05 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  





in 55 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 25.29 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic;  (95/5)  

























































































































































in 40 min at 200 µL/min); Preparative HPLC Rf = 35.88 min  (A/B,  (95/5) 5 min  isocratic,  (95/5)  




































































in  55 min  at  200 µL/min);  Preparative HPLC Rf  =  28.38  (A/B,  (90/10)     (45/55)  in  45 min  at  20 














































































position on microarray  peptide  protein segment  sequence  glycan  origin 
1  P91  Cdc42 27 ‐ 38  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  βGlcNAc  this work 
2  P112  Rac1 27 ‐ 38  TEG‐AFPGEY*IPTVFD  βGlcNAc  this work 
3  P127  RhoA 29 ‐ 40  TEG‐QFPEVY*VPTVFE  βGlcNAc  this work 
4  P88  Cdc42 27 ‐ 38  TEG‐KFPSEYVPTVFD  ‐‐‐  this work 
5  P109  Rac1 27 ‐ 38  TEG‐AFPGEYIPTVFD  ‐‐‐  this work 
6  P119  RhoA 29 ‐ 40  TEG‐QFPEVYVPTVFE  ‐‐‐  this work 
7  P1  MUC1 VNTR  TEG‐HGVTSAPDTRPAPGSTA  ‐‐‐  this work 
8  P3  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  TN  this work 
9  P2  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  TN  this work 
10  P4  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  TN  this work 
11  P124  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  βGlcNAc  Dr. C. Pett 
12  P125  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGS*TA  βGlcNAc  Dr. C. Pett 
13  P16  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  core 2 type‐2  this work 
14  P36  Aβ 672 ‐ 687  TEG‐DAEFRHDSGY*EVHHQK  αGalNAc  this work 
15  P38  Aβ 672 ‐ 687  TEG‐DAEFRHDSGY*EVHHQK  βGlcNAc  this work 
16  P76  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR  αGalNAc  this work 
17  P78  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR  βGlcNAc  this work 
18  P41  AspAT 91 ‐ 107  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  αGalNAc  this work 
19  P43  AspAT 91 ‐ 107  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  βGlcNAc  this work 
20  P105  NucB2 387 ‐ 399  TEG‐LEY*HQVIQQMEQK  αGalNAc  this work 
21  P106  NucB2 387 ‐ 399  TEG‐LEY*HQVIQQMEQK  βGlcNAc  this work 
22  P30  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  core 4 type‐2  this work 
23  P89  Cdc42 27 ‐ 38  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  αGalNAc  this work 
24  P110  Rac1 27 ‐ 38  TEG‐AFPGEY*IPTVFD  αGalNAc  this work 
25  P120  RhoA 29 ‐ 40  TEG‐QFPEVY*VPTVFE  αGalNAc  this work 
26  P35  Aβ 672 ‐ 687  TEG‐DAEFRHDSGYEVHHQK  ‐‐‐  this work 
27  P75  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGNEHYDVAR  ‐‐‐  this work 
28  P40  AspAT 91 ‐ 107  TEG‐NLDKEYLPIGGLAEFCK  ‐‐‐  this work 
29  P104  NucB2 387 ‐ 399  TEG‐LEYHQVIQQMEQK  ‐‐‐  this work 
30  P94  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA  αGalNAc  this work 
31  P93  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVY*SAPDTRPAPGSTA  αGalNAc  this work 
32  P95  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSY*A  αGalNAc  this work 
33  P102  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA  βGlcNAc  this work 
34  P101  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVY*SAPDTRPAPGSTA  βGlcNAc  this work 











15x15  substrate  spots  (225  spots  total) with a pitch of 330 µm  in each direction. The wells were 







1 2 3 4 5 6 7 8
9 10 11 12 13 14 15 16
350 µm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
29 30 31 32 33 34 35 1 2 3 4 5
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
34 35 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
30 31 32 33 34 35 1 2 3 4 5 6
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20












position on microarray  peptide  protein segment  sequence  glycan  origin 
1  P88  Cdc42 27 ‐ 38  TEG‐KFPSEYVPTVFD  ‐‐‐  this work 
2  P91  Cdc42 27 ‐ 38  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  βGlcNAc  this work 
3  P112  Rac1 27 ‐ 38  TEG‐AFPGEY*IPTVFD  βGlcNAc  this work 
4  P122  RhoA 29 ‐ 40  TEG‐QFPEVY*VPTVFE  βGlcNAc  this work 
5  P38  Aβ 672 ‐ 687  TEG‐DAEFRHDSGY*EVHHQK  βGlcNAc  this work 
6  P43  AspAT 91 ‐ 107  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  βGlcNAc  this work 
7  P106  NucB2 387 ‐ 399  TEG‐LEY*HQVIQQMEQK  βGlcNAc  this work 
8  P102  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDY*RPAPGSTA  βGlcNAc  this work 
9  P101  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVY*SAPDTRPAPGSTA  βGlcNAc  this work 
10  P103  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSY*A  βGlcNAc  this work 
11  P100  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  βGlcNAc  this work 
12  P99  MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDS*RPAPGSTA  βGlcNAc  this work 
13  P66  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGS*EHYDVAR  βGlcNAc  this work 
14  P67  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGSEHY*DVAR  βGlcNAc  this work 
15  P68  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGS*EHY*DVAR  βGlcNAc  this work 
16  P69  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGS*EHY°DVAR  *βGlcNAc, °phospho  this work 
17  P70  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGS°EHY*DVAR  *βGlcNAc, °phospho  this work 
18  P78  Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR  βGlcNAc  this work 
19  P73  Atp5b 226 ‐ 239  TEG‐AHGGY*SVFAGVGER  βGlcNAc  this work 
20  P66  Atp5b 226 ‐ 239  TEG‐AHGGY*S*VFAGVGER  βGlcNAc  this work 







27  P55  Atp5a 335 ‐ 347  TEG‐EAY*PGDVFYLHSR  βGlcNAc  this work 
28  P56  Atp5a 335 ‐ 347  TEG‐EAYPGDVFY*LHSR  βGlcNAc  this work 
29  P54  Atp5a 335 ‐ 347  TEG‐EAYPGDVFYLHS*R  βGlcNAc  this work 
30  P58  Atp5a 335 ‐ 347  TEG‐EAYPGDVFY*LHS*R  βGlcNAc  this work 
31  P57  Atp5a 335 ‐ 347  TEG‐EAY*PGDVFY*LHSR  βGlcNAc  this work 
32  P45  Atp5a 127 ‐ 139  TEG‐FVTVQTIS*GTGALR  βGlcNAc  this work 
33  P48  AspAT 326 ‐ 337  TEG‐IAAT*ILTSPDLR  βGlcNAc  this work 
34  P49  AspAT 326 ‐ 337  TEG‐IAATILT*SPDLR  βGlcNAc  this work 
35  P47  AspAT 326 ‐ 337  TEG‐IAATILTS*PDLR  βGlcNAc  this work 
36  P50  AspAT 326 ‐ 337  TEG‐IAAT*ILT*SPDLR  βGlcNAc  this work 
37  P51  AspAT 326 ‐ 337  TEG‐IAAT*ILTS*PDLR  βGlcNAc  this work 
38  P52  AspAT 326 ‐ 337  TEG‐IAATILT*S*PDLR  βGlcNAc  this work 
39  P62  Atp5b 311 ‐ 324  TEG‐FT*QAGSEVSALLGR  βGlcNAc  this work 
40  P60  Atp5b 311 ‐ 324  TEG‐FTQAGS*EVSALLGR  βGlcNAc  this work 
41  P61  Atp5b 311 ‐ 324  TEG‐FTQAGSEVS*ALLGR  βGlcNAc  this work 
42  P63  Atp5b 311 ‐ 324  TEG‐FT*QAGS*EVSALLGR  βGlcNAc  this work 
43  P64  Atp5b 311 ‐ 324  TEG‐FTQAGS*EVS*ALLGR  βGlcNAc  this work 
44  P81  Cox4i1 30 ‐ 42  TEG‐S*EDTALPSTVDRR  βGlcNAc  this work 
45  P83  Cox4i1 30 ‐ 42  TEG‐TEDY*ALPSTVDRR  βGlcNAc  this work 
46  P82  Cox4i1 30 ‐ 42  TEG‐TEDYALPS*TVDRR  βGlcNAc  this work 
47  P84  Cox4i1 30 ‐ 42  TEG‐SEDYALPSY*VDRR  βGlcNAc  this work 
48  P85  Cox4i1 30 ‐ 42  TEG‐S*EDY*ALPSTVDRR  βGlcNAc  this work 
49  P86  Cox4i1 30 ‐ 42  TEG‐SEDY*ALPS*TVDRR  βGlcNAc  this work 




















1 2 3 4 5 6 7 8
9 10 11 12 13 14 15 16
330 µm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
31 32 33 34 35
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20




36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
46 47 48 49 50 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 1 2 3 4 5
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position on microarray  peptide  MUC1 sequence  glycan  origin 
1  P131  TEG‐HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA  ‐‐‐  Dr. H Cai 
2  P132  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTAP  STN  Prof. Dr. U. Westerlind 
3  P133  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTAP  STN  Prof. Dr. U. Westerlind 
4  P134  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*AP  STN  Prof. Dr. U. Westerlind 
5  P135  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPST*AP  STN  Prof. Dr. U. Westerlind 
6  P136  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAP  STN  Prof. Dr. U. Westerlind 
7  P137  TEG‐GSTAPPAHGVT*SAP  STN  Prof. Dr. U. Westerlind 
8  P138  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST°AP  *STN, °TN  Prof. Dr. U. Westerlind 
9  P139  TEG‐PAHGVT*SAPDT°RPAPGST*AP  *STN, °TN  Prof. Dr. U. Westerlind 
10  P140  TEG‐PAHFVT*SAPDTRPAPGST°APPAHGVT*SAPDTRPAPGST°AP  *STN, °TN  Prof. Dr. U. Westerlind 
11  P141  TEG‐PAHGVTS*APDTRPAPGSTAP  TN  Prof. Dr. U. Westerlind 
12  P142  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGS*TAP  TN  Prof. Dr. U. Westerlind 
13  P143  TEG‐APDTRPAPGST*AP  TN  Prof. Dr. U. Westerlind 
14  P144  TEG‐HGVTSAPDT*PAPGS*T*APPA  TN  Dr. H. Cai 
15  P145  TEG‐HGVTSAPDTRPAPGS*T*APPA  TN  Dr. H. Cai 
16  P146  TEG‐HGVTSAPDTRPAPGST*APPA  TN  Dr. H. Cai 
17  P147  TEG‐HGVTSAPDTRPAPGS*TAPPA  TN  Dr. H. Cai 
18  P148  TEG‐HGVTSAPDT*RPAPGS*TAPPA  TN  Dr. H. Cai 
19  P149  TEG‐HGVTSAPDT*RPAPGST*APPA  TN  Dr. H. Cai 
20  P150  TEG‐HGVTSAPDT*RPAPGSTAPPA  TN  Dr. H. Cai 
21  P151  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  TN  Dr. C. Pett 
22  P152  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  TN  Dr. C. Pett 
23  P153  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  TN  Dr. C. Pett 
24  P154  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  TN  Dr. C. Pett 
25  P155  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  TN  Dr. C. Pett 
26  P156  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  TN  Dr. C. Pett 
27  P157  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  TN  Dr. C. Pett 
28  P158  TEG‐PAHGVTS*APDTRPAPGSTAP  T  Prof. Dr. U. Westerlind 
29  P159  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*AP  T  Prof. Dr. U. Westerlind 
30  P160  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAP  T  Prof. Dr. U. Westerlind 
31  P161  TEG‐PAHGVTS*APDTRPAP  T  Prof. Dr. U. Westerlind 
32  P162  TEG‐HGVTSAPDT*RPAPGS°T°APPA  *T, °TN  Dr. H. Cai 
33  P163  TEG‐HGVTSAPDTRPAPGS°T°APPA  *T, °TN  Dr. H. Cai 
34  P164  TEG‐PGSTAPPAHGVTSAPDT*RPA  T  Dr. C. Pett 
35  P165  TEG‐APDT*RPAPGSTAPPAHGVTSA  T  Dr. C. Pett 
36  P166  TEG‐APDT*RPA  T  Dr. C. Pett 
37  P167  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  T  Dr. C. Pett 
38  P168  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  T  Dr. C. Pett 
39  P169  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  T  Dr. C. Pett 
40  P170  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  T  Dr. C. Pett 
41  P171  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  T  Dr. C. Pett 
42  P172  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  T  Dr. C. Pett 









44  P174  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  ST  Dr. C. Pett 
45  P175  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  ST  Dr. C. Pett 
46  P176  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  ST  Dr. C. Pett 
47  P177  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  ST  Dr. C. Pett 
48  P178  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  ST  Dr. C. Pett 
49  P179  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  ST  Dr. C. Pett 
50  P180  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  ST  Dr. C. Pett 
51  P181  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 3 type‐1  Dr. C. Pett 
52  P182  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 3 type‐1  Dr. C. Pett 
53  P183  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 3 type‐1  Dr. C. Pett 
54  P184  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  Core 3 type‐1  Dr. C. Pett 
55  P185  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  Core 3 type‐1  Dr. C. Pett 
56  P186  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  Core 3 type‐1  Dr. C. Pett 
57  P187  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 3 type‐1  Dr. C. Pett 
58  P188  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
59  P189  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
60  P190  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
61  P191  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
62  P192  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
63  P193  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
64  P194  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
65  P195  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 3 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
66  P196  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 3 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
67  P197  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 3 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
68  P198  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 3 2,6‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
69  P199  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 3 2,6‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
70  P200  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 3 2,6‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
71  P201  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 3 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
72  P202  TEG‐PAHGVT*SA  Core 3 type‐2  Dr. C. Pett 
73  P203  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 1 type‐1  Dr. C. Pett 
74  P204  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 1 type‐1  Dr. C. Pett 
75  P205  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 type‐1  Dr. C. Pett 
76  P206  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  Core 1 type‐1  Dr. C. Pett 
77  P207  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  Core 1 type‐1  Dr. C. Pett 
78  P208  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  Core 1 type‐1  Dr. C. Pett 
79  P209  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 1 type‐1  Dr. C. Pett 
80  P210  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 2,6‐sialyl type‐1  Dr. C. Pett 
81  P211  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 2,6‐sialyl type‐1  Dr. C. Pett 
82  P212  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 1 2,3‐sialyl type‐1  Dr. C. Pett 
83  P213  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 2,3‐sialyl type‐1  Dr. C. Pett 
84  P214  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
85  P215  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
86  P216  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
87  P217  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
88  P218  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
89  P219  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
90  P220  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
91  P221  TEG‐PDTRPAPGSTAPPAHGVT*SA  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
92  P222  TEG‐PDTRPAPGST*APPAHGVTSA  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
93  P223  TEG‐GST*APPAHGVTSAPDTRPA  Core 1 type‐2  Dr. C. Pett 
94  P224  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 1 2,6‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
95  P225  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 2,6‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
96  P226  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 2,6‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
97  P227  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 1 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
98  P228  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 1 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
99  P229  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 1 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
100  P230  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 1 2,3‐sialyl type‐2  Dr. C. Pett 
101  P231  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 2 type‐1 (hexa)  Dr. C. Pett 
102  P232  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 2 type‐1 (hexa)  Dr. C. Pett 




104  P234  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  Core 2 type‐1 (hexa)  Dr. C. Pett 
105  P235  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  Core 2 type‐1 (hexa)  Dr. C. Pett 
106  P236  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  Core 2 type‐1 (hexa)  Dr. C. Pett 
107  P237  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 2 type‐1 (hexa)  Dr. C. Pett 
108  P238  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 2 2,6‐sialyl type‐1 (hexa)  Dr. C. Pett 
109  P239  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGSTA  Core 2 type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
110  P240  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 2 type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
111  P241  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 2 type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
112  P242  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGSTA  Core 2 type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
113  P243  TEG‐PAHGVT*SAPDTRPAPGST*A  Core 2 type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
114  P244  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGST*A  Core 2 type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
115  P245  TEG‐PAHGVT*SAPDT*RPAPGST*A  Core 2 type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
116  P246  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 2 2,6‐sialyl type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
117  P247  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 2 2,6‐sialyl type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
118  P248  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGST*A  Core 2 2,6‐sialyl type‐2 (hexa)  Dr. C. Pett 
119  P15  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 2 type‐2 (tetra)  this work 
120  P249  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 2 2,3‐sialyl(core 1) type‐2 (tetra)  Dr. C. Pett 
121  P250  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGSTA  Core 2 2,3‐sialyl(LacNAc) type‐2 (tetra)  Dr. C. Pett 
122  P251  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGS#T#A  *Core 1 type‐2 + #2xTN  Dr. C. Pett 
123  P252  TEG‐PAHGVTSAPDT*RPAPGS#T#A  *Core 3 type‐2 + #2xTN  Dr. C. Pett 






























































































































of  0.1 %  (w/v)  formic  acid  each  and  subjected  to  LC‐MS/MS  using  an  Orbitrap  Velos  Pro mass 
spectrometer coupled in line to a nano RSLC HPLC system (both systems from Thermo Scientific). LC 
separation was performed using  a  linear  gradient  from  3  –  42 % buffer D  (C/D  system,  compare 
chapter 9.2.2) in 70 min. Samples were measured in data‐dependent acquisition mode by acquiring 
full MS scans at a resolution of 60,000, an m/z range of 300 – 2,000 , a target value of 1 x 106 and a 







15 µl of  0.1 %  (w/v)  formic  acid  each  and  subjected  to  LC‐MS/MS using  an Orbitrap  Fusion mass 
spectrometer coupled in line to a nano RSLC HPLC system (both systems from Thermo Scientific). LC 
separation was performed using  a  linear  gradient  from  3  –  35 % buffer D  (C/D  system,  compare 
chapter 9.2.2) in 30 min. Samples were measured in data‐dependent acquisition mode by acquiring 
full MS scans at a resolution of 120,000, an m/z range of 300 – 1,500 and a target value of 200,000 
with  a maximum  injection  time  of  50 ms.  The  ten most  abundant  ions  were  selected  for  HCD 
fragmentation with a resolution of 30,000, an m/z range of 100 – 1,500, a target value of 50,000, an 
isolation window of 1.6 and a maximum injection time of 40 ms. Each mother ion was subjected to 




The  glycopeptide  analytes were  grouped  according  to  their HexNAc  glycoforms  and  dissolved  in 






















Aβ 672‐687  TEG‐DAEFRHDSGY*EVHHQK  P36  P37  P38  ‐‐‐  P36  P37  P38 
AspAT 91 ‐ 107  TEG‐NLDKEY*LPIGGLAEFCK  P41  P42  P43  P42  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 
Atp5b 407 ‐ 422  TEG‐IMDPNIVGNEHY*DVAR  P76  P77  P78  P76  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 
Cdc42 27 – 38  TEG‐KFPSEY*VPTVFD  P89  P90  P91  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 
MUC1 VNTR  TEG‐PAHGVTSAPDTRPAPGSY*A  P95  P98  P103  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 
NucB2 387 ‐ 399  TEG‐LEY*HQVIQQMEQK  P105  ‐‐‐  P106  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 
Rac1 27 ‐ 38  TEG‐AFPGEY*IPTVFD  P110  P111  P112  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 




performed using a  linear gradient  from 3 – 45 % buffer D  (C/D system, compare chapter 9.2.2)  in 
90 min. Samples were measured in data‐dependent acquisition mode by acquiring full MS scans at a 
resolution of 120,000, an m/z range of 300 – 1,500 and a target value of 200,000 with a maximum 
injection  time of 50 ms. The  ten most abundant  ions were selected  for HCD  fragmentation with a 
resolution of 30,000, an m/z range of 100 – 1,500, a target value of 50,000, an isolation window of 1.6 
and a maximum  injection  time of 40 ms. Each mother  ion was subjected  to nine consecutive HCD 






























































  (in 50 µl)  (431 nM)  (2.5 mM)    (to adjust pH to 
6.5) 
50 nM  49 µU  5.8 µl  20.0 µl  24.2 µl  ‐‐‐ 












component  enzyme solution  glycopeptide solution  effective reaction solution 
  (45 µl)  (5 µl)  (50 µl) 
hOGA  431 nM  ‐‐‐  388 nM 
substrate candidate  ‐‐‐  10 mM  1.0 mM 
BSA  ‐‐‐  50 mg/ml  5 mg/ml 

























‐ The  reaction monitoring was done by HPLC  fractionation  and  subsequent MALDI‐TOF 
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